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RESUMEN

El sorbitol es el principal producto de la fotosintesis y el mayor componente floema-translocado
en una gran cantidad de plantas de importancia econdémica que pertenecen a la familia de las
Rosaceas. En estas plantas durante el desarrollo de los frutos, la mayoria del sorbitol es
metabolizado a otro azucar, fructosa. Esta conversion natural contribuye al aumento en el dulzor
de los frutos durante la maduracién, debido a que Ia fructosa presenta el doble de sensacion de
duizor que el sorbitol, sin embargo no todo el sorbitol es metabolizado durante el proceso. La
enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH) cataliza la oxidacion de sorbitol én frutos, por lo que una
estrategia para aumentar su dulzor seria favorecer la inter-conversion del sorbitol a fructosa,

mediante 1a sobre-expresian de SDH.

En manzana se han identificado 9 genes que codifican para SDH, siendo 2 de ellos
caracterizados a nivel bioguimice (MdSDH2 y 3). Ambas isoformas catalizan la oxidacién de
sorbitol casi cuatro veces mds que la reaccién reversa, siendo MdSDH3 la que presenta mayor
actividad enzimatica registrada y por Io tanto se presenta como un buen candidato para la
medificacién de [a calidad de ézacares presente en organismos vegetales. En este contexto, la
sobre-expresion fruto-especifica de MdSDH, y particularmente MdSDH3, permitiria generar

mediante transgénesis una nueva variedad de manzanos con frutos de mayor dulzor.

Con este fin en el presente Seminario de Titulo se desarrollaron estrategias para clonar
MdSDH3. Eventualmente, se logré clonar la isoforma 2 de SDH (MdSDH2) en un sistema
bacteriano, a partir del cual se generaron vectores binarios de sobre-expresion en donde el
ADNc de MdSDH2 es controlado por el promotor fruto-especifico de la poligalacturonasa (PG) y
un promotor constitutivo (CaMV 35S). Agrobacterium tumefaciens portadora de los vectores
binarios de sobre-expresidn generados, permitio transformar de manera transitdria hojas
(tabaco) y frutos (tomate y durazno) mediante la técnica de agro-infiltracién y agro-inyeccion,

respectivamente, lo cual permitié llevar a cabo analisis de expresion de MdSDH2 a nivel




molecular. La evaluacién del funcionamiento del promotor PG y los analisis de expresion de
MdSDH2, mostraron que los vectores binarios de sobre-expresion de SDH realizados,

funcionaron correctamente.

Con el objetivo de evaluar MdSDH2 y'otras SDHs vegetales es necesario implementar un
sistema de transformacion estable en especies de caracteristicas fenotipicas o fisiologicas
conocidas, cuyo ciclo de vida sea corto. El fomate resulta ser un buen candidato y modslo
interesante para el estudio funcional de genes, especiaimente en frutos. En el presente trabajo,
se logré implementar la transformacion estable de tomate obteniendo plantas transformadas

con A, tumefaciens portadora de vectores de sobre-expresion para LeSDH, una SDH de tomate.

Los vectores de sobre-expresion para MJdSDH2 .y la plataforma de transformacion
implementada en este Seminario de Titulo, permitira evaluar en un futuro a nivel molecular y
bioquimico que SDH de plantas sera la mas adecuada para ser sobre-expresada en manzanos,

con el objetivo de generar una variedad de manzanas chilenas con un mayor dulzor.
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"ABSTRACT

Sorbitol is the main photosynthetic product and the major phloem-translocated component in a
large number of economically-important plants belonging to the Rosaceae family. In these
plants, most of the sorbitol is metabolized to other sugars, such as fructose during fruit
development. This natural conversion contributes to the increase in the sweetness of the fruit
during ripening, as fructose has twice the sensation of sweetness than sorbitol; however, not all
sorbitol is metabolized during this process. The enzyme sorbitol dehydrogenase (SDH)
catalyses the oxidation of sorbitol in fruits. The over-expression of SDH in fruits is thus a strategy

to increase their sweetness by stimulating the inter-conversion of sorbitol to fructose.

Nine genes have been identified that encode SDHs in apple, and two of them have been
characterised at the hiochemical level (MdSDH2 & 3). Both isoforms catalyse the oxidation of
sorbitol four times more than reverse reaction, and MdSDH3 has the highest enzyme activity
recorded and therefore is presented as a good candidate for the modification of sugars present
in plants. In this context, the fruit-specific over-expression of MdSDH, and particularly MdSDHS3,

could be used to generate a new breed of transgenic apple frees with higher fruit sweetness.

In this thesis, several strategies were developed to clone MdSDH3. The isoform 2 of SDH
(MdSDH2) was eventually ¢loned in a bacterial system, from which over-expression binary
vectors in which the MdSDH2 cDNA is controlled by the fruit-specific polygalacturonase (PG)
promoter and a constitutive promoter (CaMV 358), were developed. Agrobacterium tumefaciens
carrying these over-expression binary vectors were generated, and leaves (tabacco) and fruits
(fomato and peach) were transiently transformed by agro-infiltration and agro-injection,
respectively, allowing the expression of MdSDH2 to be analysed at the molecular level. The
evaluation of the function of the PG promoter and of the expression of MdSDH?2 showed that the

SDH over-expression binary vectors functioned correctly.
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[n order to evaluate MdSDH2 and other plant SDHs it Is necessary to implement a stable
transformation system in species with known phenotypical and physiological characteristics and
a short life cycle. Tomato is a good candidate and an interesting model for the functional study of
genes, especially in fruits. In this study, we were able to implement the stable transformation of

tomato by A. tumefaciens carrying LeSDH over-expression vectors, a tomato SDH.

The MdSDH2 over-expression vectors and the transformation platform implemented during this
thesis, will allow a molecular and biochemical study of which plant SDH is the most appropriate
to be over-expressed in apple trees, with the aim of generating a Chilean apple variety with

greater sweetness,




1. INTRCDUCCION
1.1 Situacién pais: Aspectos generales

Desde los afios 80 la agricultura chilena ha venido consolidando una exitosa estrategia de
internacionalizaciéon que se funda en la plena apertura de la economia al exterior. Chile ha
logrado incrementar en un 149% sus exportaciones agricolas en los Ultimos ocho afios
(www.indap.gob.cl).. Como resultado de estas transformaciones, e! sector agro-alimentario

constituye uno de los pilares del desarrollo econémico de nuestro pais (ODEPA, 2005).

Dentro de este rubro, las exportaciones de fruta fresca e industrializada son un componente
fundamental. Nuestro territorio presenta condiciones geogréficas y climaticas favorables para el
cultivo de frutales, principalmente en la zona central y debido a su posicién de contra estacion
con el hemisferio Norte, puede abastecer a estos paises cuando su produccién local es baja.
Estos dos aspectos, han permitido que Chile sea un importante exportador de fruta fresca a

Europa y Estados Unidos, con una tasa de crecimiento promedio anual de 8% (ODEPA, 2005).

De acuerdo a cifras del Centro de Comercio Internacional de las Naciones Unidas, en el afio
2008 Chile figuré como el mayor exportador mundial de uva de mesa y aréndanos, vy el primer
exportador del hemisferio Sur de frutos de manzanas, paltas, cerezas y ciruelas. Estos datos
generan un gran desafio en la industria fruticola chilena, ya que debe mantener e incrementar

su liderazgo hemisferico y mundial en la exportacion de estos productos (ODEPA, 2009).

Lograr una mayor exportacion futura hace imprescindible abrir nuevos mercados, y fortalecer la
presencia en los mercados actuales. Con este fin surge la necesidad de generar ﬁuevas ¥
mejoras variedades de frutas. A la fecha, varios consorcios han sido creados con &l objetivo de
aumentar la rentabilidad y competitividad de la industria fruticola de exportacion, a través de la
implementacion de un programa nacional de investigacion orientado a obtener nuevas

variedades o mejorar las actuales (www.chilepotenciaalimentaria.cl).




1.1.1. Generacion de nuevas variedades de frutales

Los programas de mejoramiento genéticos implementados en nuestro pais apuntan
principalmente a dos aspectos; desarrollar frutales con menor susceptibilidad a diferentes
patdgenos y a mejorar sus caracteristicas organolépticas, con las cuales se hace referencia al

sabor, aroma, textura, astringencia y dulzor de un fruto.

Para introducir nuevas caracteristicas a una especie vegetal, en Chile se ha utilizado el
fitomejoramiento clasico, proceso que se basa en la adquisicién de caracteres de interés
mediante la cruza selectiva de variedades. Por ejemplo, se genero la variedad de vid iselia-INIA
con mejores caracteristicas organolépticas, mediante el cruce de las variedades Flame
Seedless y Centennial (Hewstone y cols, 2007). Esta nueva variedad chilena presenta Bayas sin
semilla y un suave sabor moscatel que madura tempranamente, lo que permite incorporarla en
el mercado exportador de forma previa a las variedades comercializadas. Este tipo de ejemplo
sigue siendo escaso en nuestro pais, debido a que el proceso de fitomejoramiento es una
técnica bastante dificil, laboriosa y con resultados a largo plazo (promedio 15 afios). Por esta
razéon, Chile ha optado por incorporar nuevas variedades extranjeras, mediante el pago de

royalty, con el fin de mantener su liderazgo regional en la exportacion de fruta fresca.

Un nuevo escenario se ofrece durante la ltima década como alternativa a! fitomejoramiento. La
biotecnologia, mediante la ingenieria genética y el desarrollo de organismos -gené@icamente
modificados {OGM), permite integrar nuevas caracteristicas de forma especifica y selectiva a un
organismo, desarrollando las variedades deseadas en un tiempo mas corto y de forma mas
eficiente. Se han desarrollado importantes adelantos a nivel mundial en este ambito de lo cual
Chile ha sido participe de manera creciente. Tanto la investigacion como el financiamiento de
proyectos que involucren el desarrollo biotecnolégico en especies fruticolas de interés han sido
subsidiados por el gobierno con el fin de diversificar y mejorar la competitividad del sector

exportador. El marco regulatorio chileno para cultivos genéticamente modificados permite la




propagacion y exportacion de semillas de OGM, y su desarrollo en la investigacion cientifica.
Chile cuenta con proyectos en desarrcllo en las principales especies exportadas como
nectarines, citricos, paltas, vid y aréndanos. Sin embargo en poméceas, género que incluye

peras y manzanas, la investigacion e innovacién alin es escaza.
1.1.2. Manzanas chilenas.

El manzano doméstico (Malus x domestica) perteneciente a la familia Rosécea, es una especie
de gran importancia econémica para nuestro pais al constituir la segunda fuente de ingreso mas
alta por exportacion, luego de la vid (USD 626 millones, www.odepa.gob.cl). Por estos motivos
ha sido de gran interés para la industria chilena mantener su participacidon en mercados
internacionales, junio con adaptar los cambios ocurridos en las variedades comercializadas a
nivel mundial. Uno de estos cambios, fue la incorporacion de variedades de manzana bicolor
obtenidas por fitomejoramiento en el extranjero (Fuji, Royal Gala y Pink Lady) las cuales

actualmente superan el 50% de las exportaciones chilenas (www.odepa.gob.cl).

-

Para lograr una mayor produccion en elisector es necesario fortalecer mercados emergentes.
Uno de estos mercados es Asiag, el cual ha ido incrementando los volimenes de manzanas
importadas en los Ultimos afios, en particular de la variedad Fuji. Estudios de mercado indican
que consumidores asiéticos prefieren frutos de mayor dulzor (Janick y cols, 1996), por lo cual
desarrollar variedades de manzana que sean atractivas para ellos deben presentar esta
caracteristica organoléptica potenciada. Con este objetivo se adjudicé en el afo 2007 el
proyecto Innova-CORFO titulado “Desarrolio de plantulas de una variedad premium de
manzanas con mayor dulzor mediante ef uso de herramientas biotecnoidgicas” dirigido por el Dr

Michael Handford (Universidad de Chile) en el cual se enmarca el presente Seminario de Titulo.,




1.2. Metabolismo de azlicares en manzanas
1.2.1. Dulzor de un fruto.

El dulzor es una de las caracteristicas organolépticas més apreciadas en frutos. Las moléculas
naturales que aportan dulzor a estos drganos son los azicares y su forma reducida, alcoholes
de azUcar, también llamados polioles. Dentro de la categoria de azicares se encuentran el
disacarido sacarosa y los monosacéridos fructosa y glucosa. Los alcoholes de azticar, por su

parte, incluyen el sorbitol, xilitol y manitol:

Tanto los azucares como los polioles presentan distintos grados de poder edulcorante (dulzor),
lo que hace que la proporcion de éstos sea muy importante en determinar el dulzor final del
fruto. Comparando la capacidad edulcorante de los distintos azicares mencionados, sorbitol es
la que presenta menor poder edulcoran\te, siendo éste un 10% menos dulce que la glucosa,
40% menos que la sacarosa y 60% menos que la fructosa (Burt, 2006). Por lo tanto, lo dulce
que pueda llegar a ser el fruto, depende tanto de la cantidad de azlcares que posee, como de

la composicion de éstas.
1.2.2. Acumulacion de aziicares en manzanas.

Durante el desarrollo y maduracién de los frutos, ocurren cambios fisiolégicos importantes que
conllevan a un aumento en la concentracion de aziicares en las células del mesocarpo {pulpa).
En manzanas, los azucares que aportan el dulzor durante el proceso de maduracién, provienen
de dos fuentes. La primera fuente estad constituida principalmente por el polisacarido almidén
(Moggia y Pereira, 2006). Durante el desarrollo de ia fruta, la concentracion de almidén aumenta
drasticamente, desde niveles minimos de 1 mg/g de peso fresco (mg/gpf) registrados 30 dias
después de la floracion (ddf) a 25 mg/gpf transcurridos 130 dias. La etapa de maduracion del
fruto ocurre posteriormente (150 ddf), en donde la concentracion de almidén comienza a

disminuir, debido a un incremento en la actividad de amilasas y otras enzimas involucradas en
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su catabolismo. Durante esta etapa se hidroliza el almiddn, a azlicares simples con un

consecuente aumento en la concentracién de glucosa en la pulpa (Brookfield y cals, 1997).

La segunda fuente principal de aztcares, son aquellos importados a la fruta (fuente exogena).
Durante la maduracidn, la mayoria de los frutos no realizan fotosintesis por lo cual son
incapaces de generar sus propias fuentes de carbono. Los azlicares que se incorporan son
sintetizados a larga distancia por hojas\maduras que realizan fotosintesis. Por esta razon se
han denominado “érganos sumideros” a frutos, rafces y-hojas jovenes, mientras que se le llama
“érgano fuente” a hojas maduras fotosintéticamente activas. El transporte de azlicares desde el
organc fuente hacia érganos sumideros se realiza mediante el floema. La mayoria de las
especies vegetales transportan sacarosa como principal fotosintato. Sin embargo, especies de
la familia Rosaceae transportan la mayoria del carbono en forma de sorbitol. Este alcohol de
az(car, es el producto principal de la fotosintesis y corresponde a mas del 80% de los

carbohidratos traslocados por el floema del manzano {Loescher y col, 1982).
1.2.3. Metabolismo del sorbitol

La biosintesis de sorbitol ocurre en el citoplasma de células de hojas maduras por la accién de
la enzima sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa dependiente’ de NADPH (S6PDH). Esta enzima
cataliza la reduccion del producto de fotosintesis glucosa-6-fosfato en sorbitol-6-fosfato (Figura
1). Posteriormente, el sorbitol-6-fosfato es caonvertido en sorbitol por la enzima sorbitol-6 fosfato
fosfatasa (S6PP). Una vez sintetizado, el sorbitol es transportado a través de la membrana
plasmatica y traslocado por el fioema hacia drganos sumideros (Teo y cols, 2006; Patrick y cols,
2001). La ruta de egreso de sorbitol del floema hasta las células de la pulpa en frutos de
manzanas es a través de la via apoplastica mediante transportadores especificos (Gao v cals,
2005; Zhang y cols, 2004). Ingresado en las células, el sorbitol es metabolizado rapidamente a
fructosa, mediante la enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH). Tanto fructosa como otros

azdcares son almacenados en la vacuola de las células permitiendo mantener la gradiente de




concentracion, lo que facilita el paso de sorbitol desde el 6rgano fuente hacia el fruto (Jackson,
2003). A pesar de esto, existe un remanente constante de sorbitol en los frutos de manzanas a
medida que estos maduran. Se ha descrito que de 4 a 13 mg de sorbitol/gpf no sufre la
conversion a fructosa (Yamada y cols, 2006; Ohkawa y cols, 2008). Esta fraccion de sorbitol
tiene la potencialidad de ser metabolizado a azlicares con mas poder edulcorante, como la

fructosa y asi otorgarle mayor dulzor al fruto.

Sac

Sor

Espacio
apoplastico

HOJA MADURA ORGANO SUMIDERO

Figura 1: Metabolismo de sorbitol en manzanos: El sorbitol (Sor) y la sacarosa (Sac) son sintetizados
en hojas maduras desde G6P (glucosa-6-fosfato). El sorbitol es sintetizado mediante la enzima sorbitol-6-
fosfato deshidrogenasa (S6PDH) y sorbitol-6-fosfato fosfatasa (S6PP). Translocado hacia el floema, el
sorbitol es egresado hacia la via apopléstica de érganos sumideros mediante transportadores especificos.
En el fruto, sorbitol es convertido a fructosa (Fruc) por la enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH) y
almacenada en la vacuola mediante transportadores de hexosas (Hex). La sacarosa es convertida a
fructosa y glucosa (Glu) por invertasas (VIN). Modificado y traducido de Teo y cols, 2004.

1.2.4. Sorbitol deshidrogenasa

La enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH, EC 1.1.1.14) es la principal enzima en el metabolismo
del sorbitol en los frutos de especies Rosaceas, aunque tambien ha sido identificada en una
gran variedad de organismos, entre los que se incluyen especies no rosaceas (tomate; Otha y

cols, 2005) mamiferos (humanos, oveja y bovino; Lindstad y cols, 1998; Marini y cols, 1997) y




microorganismos (bacilios subtilis; Ng y cols, 1992). Debido a su importante funcién, SDH ha
sido caracterizada a nivel molecular. Se han identificado regiones conservadas en su
secuencia, incluyendo un dominio de unidn a zinc, sitio de unién a la coenzima nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD®) y los residuos involucrados en el sitio catalitico de unién preferente

a sorbitol (Otha y cols, 2005; Pauly y cols, 2003).

SDH cataliza la reaccion reversible de oxidacion que convierte sorbitol a fructosa con la
reduccion del cofactor NAD" (Figura 2). Andlisis cinéticos revelan que la tasa de oxidacion de
sorbitol es diez veces mas alta que la registrada en la reduccion de fructosa, indicando que la
reaccion catalizada por SDH favorece la conversion de sorbitol a fructosa mucho mas que la
reaccion reversa (Yamaguchi y cols, 1994). Analisis de especificidad de sustrato indican que
otros polioles como iditol, xilitol y ribitol son también oxidados por SDH en presencia de NAD" a
sus correspondientes cefosas (sorbosa,-xllulosa, ribulosa) observandose una actividad relativa
entre 13-88% con respecto a su sustrato preferente, sorbitol (Marini y cols, 1997; Oura y cols,
2000). Estos alcoholes de azlicar comparten una estereoquimica quiral especifica en el C-2 (S)
y C-4 (R), lo cual explica que otros polialcoholes como manital (C-2(R), C-4(R))'y galactito! (C-

2(8), C-4(S)} no sean recanocidos como sustrato (Oura y cols, 2000).
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Figura 2: Reaccion catalizada por sorbitol deshidrogenasa {(SDH). La reaccién favorece la oxidacion
de un grupo alcohdlico secundario presente en el carbono 2 del sorbitol a un grupo cetona, convirtiendo
sorbitol en fructosa. Para catalizar esta reacci\c’)n SDH requiere NAD' como cofactor.




Los principales estudios de las SDH en plantas han sido orientados a evaluar su expresion y
actividad en distintos estados de desarrollo de la planta y de sus 6rganos. Especificamente en
manzanos, se han clonado varios ADNc que codifican para SDH (Yamada y cols, 1998; Park y
cols, 2002; Nosarszewski y cols, 2004). Nueve diferentes ADNc han sido identificados en
manzana cv Mutsu, de los cuales 8 comparten alta identidad nucleotidica que van desde 88% vy
un 96% enfre si (Nosarszewski y cols, 2004). En manzanas cv Fuji se han descrito cuatro
isoformas de SDH, llamadas MdSDH1, 2, 3 vy 4, las cuales comparten un 97% de identidad
nuclectidica con las secuencias SDH1, 2, 3 y 9, respectivamente, descritas en la variedad

Mutsu (Park y cols, 2002; Nosarszewski y cols, 2004).

Las cuatro isoformas descritas por Park y colaboradores. (2002) fueron evaluadas en mayor
profundidad, analizando sus propiedades bioquimicas y patron de expresion. Estudios
bioquimicos mediante expresion heterdloga en Escherichia coli indicaron que MdSDH2 y 3
catalizan la oxidacion de sorbitol cuatro veces mas que la reaccion reversa, siendo la isoforma 3

la que presenta la mayor actividad enzimética registrada (0,70 pmol/min por mg proteina).

El analisis del patrén de expresion (Figura 3), indicé que las 3 isoformas son expresadas
exclusivamente en drganos sumideros, mientras que MdSDH1, también registro una fuerte
expresion en hojas maduras (6rgano fuente), Cabe destacar que esta isoforma es la que
presenta menor identidad nucleotidica c;Jn las otras SDH descritas en cv Mutsu y Fuji (~75%,
Park y cols, 2002; Nosarszewski y cols, 2004). Durante e! desarrollo del fryto, las cuatro
isoformas evaluadas presentaron un patrén de expresion similar, en el cual la expresiéh de SDH
se mantiene baja durante las stapas iniclales del desarrollo, pero sufre un fuerte incremento en
las etapas tardias. En efecto, la actividad de SDH es alta durante la maduracién, no sélo en

frutos de manzanos, sinc también en fruios de ofros miembros de la familia Rosacea,

incluyendo pera (Oura y cols, 2000) y durazno (Lo Bianco y cols, 1999).
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Figura 3: Expresion de las cuatro isoformas (MdSDH1-4) descritas en manzana cv Fuji en diferentes
érganos y estadios en el desarrollo del fruto. Una sonda especifica para cada gen fue usada para la
hibridacion en un northern blot, YL: hojas jévenes, OL: hojas maduras, JL: hojas juveniles, R: raices, St
tallo, F30-F150: fruto de 30-150 ddf. Tomado de Park y cols, 2002.

Por lo tanto, SDH es una enzima clave para la conversién de un azlicar de bajo poder
edulcorante (sorbitol) a un azicar de mas del doble de dulzor (fructosa), y por ende juega un
papel importante en incrementar naturalmente el dulzor de los frutos en su desarrollo. Esto la
hace una excelente candidata para modular la composicion de azlcares en el fruto mediante su
sobre-expresién especifica en este drgano, oxidando el sorbitol remanente que no es
metabolizado durante el proceso de maduracion (4 a 13 mg/gpf). En este contexto, la isoforma 3
descrita en manzanas cv Fuji (MdSDH3) ya caracterizada a nivel bioguimico, es una candidata
adecuada para generar mediante transg;nesis una nueva variedad de manzanes, con frutos de
mayor dulzor. En el presente seminario de titulo, se intentd aislar y clonar MdSDH3. Sin
embargo se logré clonar el gen MdSDH2, isoforma que también presenta una alta actividad de

oxidacion sobre el sorbitol (Park y cols, 2002) y luego se evalud la funcionalidad transcripcional

de los vectores generados mediante la transformacion génica transitoria de plantas.




1.3. Sobre-expresion fruto-especifica de SDH

Para sobre-expresar un gen en un sistema vegetal, es importante ia eleccion de un vector de
expresion con un promotor adecuado que permita guiar su expresién en el tiempo y ubicacion

precisos.

Los vectores binarios pCambia han sido ampliamente utilizados para expresar de manera
constitutiva genes en sistemas vegetales mediante su transformacion con Agrobacterium
turnefaciens (Hajdukiewicz y cbls, 1994). En estos vectores, la expresién del gen de interés es
controlada por el promotor fuerte y constitutivo del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S).
Sin embargo, la sobre-expresién de SDH en forma constitutiva disminuiria [a concentracion -de
sorbitol presente en todos los 6rganos\. incluso en organos fuentes reduciendo la tasa de
suministro de carbono hacia los drganos sumideros. Esto podria traer como consecuencia el
desarrollo de frutos de baja calidad y menor tamafio {Teo y cols, 2006). Para remediar este
posible prablema, un promator fruto-especifico dirigiria [a expresion de SDH solamente en estos
6rganos. Un buen candidatc es el promotor que controla la expresion del gen de la
poligalacturonasa de tomate (PG; EC 3.2.1.15; Montgomery y col. 1993). Esta enzima participa
en el proceso de maduracién de] fruto, digiriendo parcialmente la pectina de la pared celular,
contribuyendo al ablandamiento de los fomates durante la maduracion. Se ha determinado que
1,4 kb rio arriba del extremo 5’ del gen PG se abarcan todas las secuencias regulatorias que le
dan la especificidad de expresion en el fruto (Bird y cols, 1988). Estudios posteriores
determinaron que un fragmento fruncado de 806 pb fue suficiente para expresar fuerté_mente un

gen reportero con distribucion homogénea en todo el fruto (Montgomery vy cols, 1983).

Previamente en nuestro laboratorio, se obtuvo el vector pCambia-PG, al reemplazar la
secuencia del promotor constitutivo (CaMV35S) en el vector binario pCambia1302 por el

fragmento de 806 pb del promotor fruto-especifico (PG; Mandujano, 2008). Esto ha permitido
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disponer de un vector de expresion fruto-especifica de genes en plantas, que produciran la

expresion de dicho gen de forma homogénea en todo el érgano.
1.4. Transformacidn transitoria y estable de sistemas vegetales

Luego de identificar y clonar secuencias de interés, como MdSDH2, es necesario validar su
funcion tanto a nivel molecular como bioquimico en modelos vegetales mediante un sistema de
analisis rapido y efectivo. La generacidon de plantas transformadas de manera estable es un
proceso de larga manipuiacién, que involucra usualmente mas de un afio para la regeneracion,
propagacion y seleccion de transformantes. Como una alternativa a este sistema, la expresion y
evaluacion de genes foraneos en plantas es realizado por la transformacion transitorta de
células mediante A. fumefaciens, técnica denominada agro-infiltracion (Yang y cols, 2000). A
través de esta técnica, una porcién del ADN plasmidial del vector binario (ADN-T) es introducido
a las células hospedadoras por la bacteria, cuyos genes codificados son directamente
transcritos y expresados sin la integracion previa del ADN en el genoma de la planta, lo que
permite disminuir enormemente el tiempo necesario para el estudio de genes de interés {Levy y
cols, 2005). Tradicionalmente, la agro-infiliracién ha sido realizada en hojas de plantas
hospedadoras como tabaco (Nicotiana tabacum y N. benthamiana). Sin embargo, una
medificacion de esta técnica ha sido descrita en ofras especies vegetales, como son
Arabidopsis thaliana y una gran variedad de frutos (fomate, durazno, manzana, platano, entre
otros; Spolaore y cols, 2001; Matsumoto y cols, 2009). En particular, frutos de tomate y
duraznos han sido transformados transitoriamente mediante agro-inyeccion con el objetivo de
evaluar complementacion génica, analisis de promotores y producciéon de xenoproteinas con

buenos resultados (Wroblewski y cols, 2005; Orzaez y cols, 2006; Caroca, 2007).

Luego de evaluar la funcionalidad de los vectores binarios construidos mediante transformacion
transitoria, el siguiente paso es implementar un sistema de transformacion estable en plantas

con el objetivo de generar una plataforma que permita [a generacion de nuevas variedades. El
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objetivo principal del proyecto Innova-CORFO que enmarca el trabajo realizado durante el
presente Seminario de Titulo es generar una nueva variedad de manzanos con mayor dulzor.
Sin embargo, la transformacion génica de manzanos es un proceso de larga manipulacioén que
implica aproximadamente 4 afios en ser implementado. Debido a esto, como una evaluacién
preliminar de los vectores de sobre-expresion realizados, es posible utilizar especies de
caracteristicas fenotipicas o. fisicldgicas similares, cuyo ciclo de vida sea mas corto, En este
contexto, el tomate resulta ser un buen candidato y modelo interesante para el estudio funcional

de genes, lo cual es espectalmente relevante para genes que se expresan en fruto.

Como modelo vegetal, la transformacién estable de tomate ha sido descrita y desarrollada
durante los Ultimos 25 afios en distintas variedades, que incluyen Ailsa Craig, Marglobe,
Rutgers, entre otras (McCormick y cols, 1986; Chyi y Phillips, 1987; Frary y Earle, 1896). Sin
embargo, se ha descrito que el procedimiento de transformacion de una variedad puede ser
muy diferente al de ofro cultivar dentro (_?e la misma especie (Vasudevan y cols, 2007). Varios
factores han sido considerados claves en la eficiencia de transformacion, incluyendo tamafio y
tipo de explante, medios utilizados, concentracién y tipo de fitohormona suplementada, entre
otros. En tomate, se ha reportado una alta eficiencia de transformacion (~10%) utilizando
explantes preparados segun el método flamingo provenientes de cotiledones de 5 a 7 dias de
crecimiento luego de la germinacion (Pozueta y cols, 2001; Saker y cols, 2008). Hace algunos
afios, el grupo del Dr. Patricio Arce (PUC, entidad colaboradora en el proyecto) ha
implementado y estandarizado el sistema de transformacion estable de tomate cv Allsa Craig
con gran éxito utilizando. explantes preparados segun este método. El presente Seminario de
Titulo tuvo como uno de los objetivos implementar el sistema de transformacién e'stable de
tomate con el fin de sobre-expresar una SDH vegetal previamente caracterizada en tomate

(LeSDH, Ohta y cols, 2005; Mandujano, 2008), para su posterior evaluacién a nivel molecular.

12




1.5 Estrategia desarrollada

Como objetivos de este Seminario de Titulo y como primera parte en la evaluacion de los genes
SDH de plantas, se aislé el ADNc de una isoforma de SDH de manzanas y s& construyeron dos
vectores para su sobre-expresion en plantas, ambos basados en e! vector binario pCambia
1302. En uno de los vectores generados, la expresion de MdSDH es controlada por el promotor
constitutivo 358 (virus del Mosaico de la coliflor) y en el otro por el promotor PG (fragmento
truncado de B06 pb). Posteriormente, A. tumefaciens fue transformada con estos. vectores,
Empleando la técnica de agro-inyeccidn, se transformaron frutos de durazno én forma
transitoria, con los vectores previamente nombrados. Por medic de RT-PCR se evalud la
expresion de MdSDH en los tefidos agro-inyectados de fruto, para evaluar la funcionalidad de

los vectores construidos.

Paralelamente se implementd un sistema de transformacion estable de fomate mediante
organogenesis somatica y A. fumefaciens, el cual permitir evaluar tanto a nivel molecular como
bioquimico SDHs vegetales con el objetivo de identificar cual es la candidata apropiada para ser
sobre-expresada fruto-especificamente en manzanos, y de esta manera generar una nueva

variedad de manzana cv Fuji con frutos de mayor dulzor.

13




Dados los antecedentes expuestos, los objetivos de este Seminario de Titulo son:

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Desarrollo e implementacion de herramientas biotecnol6gicas para sobre-expresar una sorbitol

deshidrogenasa de manzanas (MdSDH) en plantas.

2.2, Objetivos Especificos

1. Aislar y clonar el ADNc de sorbitol deshidrogenasa (MdSDH) de manzanas, variedad

Fuji. Se privilegiarda la clonacion de MdJSDH3 dado que de las dos isoformas

caracterizadas (MdSDH2 y MdSDH3), ésta posee mayor actividad enzimatica.

3

2. Construir vectores binarios para sobre-expresar MdSDH en plantas de forma

constitutiva y fruto-especifica.

3. Andlisis moleculares de frutos transformados fransitoriamente con los vectores binarios

de sobre-expresion de MdSDH.

4. Implementacién de un sistema de transformacién estable de tomate mediante

organogénesis somatica y Agrobacterium tumefaciens.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para las técnicas empleadas de biologia molecular
y cultivo in vitro de plantas. Estos productos fueron fabricados principaimente por Fermentas,

Promega, Invitrogen, Axygen, Merck y Phyto Technology Laboratories.
3.2. MATERIAL BIOLOGICO

3.21. Obtencién de frutos y hojas de manzano

Se utilizaron muestras de frutos y hojas de manzanos (Malus x domestica cv. Fuji) para llevar a
cabo ensayos de purificacion de ARN con el objetivo de aislar y clonar el ADNc correspondiente
a la isoforma 3 de la sorbitol deshidrogenasa de manzana (MdSDH3).

Los frutos de manzana cv. Fuji fueron adquiridos comercialmente y seleccionados de acuerdo a
su estado de maduracién, el cual se caracterizo por presentar coloracion rojiza, aromatica ¥y con
fuerte resistencia a la presion. Las hojas de manzanos utilizadas correspondieron a la variedad
Fuji N°2 455, suministrada en primavera por la empresa Univiveros®, Paine, RM. Fueron
seleccionadas aquellas hojas en estadio temprano de crecimiento (1 a 3 cm de largo) las
cuales, una vez cortadas desde el manzano fueron mantenidas en nitrégeno Hquido, y

posteriormente almacenadas a -80 °C.

3.2.2. Obtencion de frutes de tomate y durazno para ensayos de expresion.
Para llevar a cabo ensayos de expresion mediante agro-inyeccion se utilizaron tomates
hidroponicos inmaduros (Solanum lycopersicum) adquiridos comercialmente y seleccionados
por presentar un exocarpo con coloracion verdosa yfo amarilla, con fuerte resistencia a la
presion.
Los frutos de duraznos (Prunus pérsica cv. nectarina) fueroh adquiridos comercialmente. Ellos
se encontraban en un estadio medio de maduracioén, presentando una epidermis lisa de calor

amarilla-rojiza (ausencia de color verde) con leve resistencia de la pulpa a la presion.
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3.2.3. Obtencidn de semillas para fransformacién estable de tomate
Se utilizaron semillas de tomate de crecimiento determinado variedad San Pedro (Vilmorin®)
para realizar transformacion estable (seccién 3.9) con vectores de sobre-expresion constitutiva

y fruto-especifica para la sorbitol deshidrogenasa de tomate (LeSDH, Mandujano, 2008).

3.2.4. Cepas de Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens utilizadas -
Se utilizaron cepas de E. cofi DH5a con genoétipo: supE44, AlactU169 (¢80/acZAM15), hsdR17,
recAl, endA1, gyrA98, thi-1, relA1 y de A. tumefaciens GV3101 con gendtipo: C58, plasmido Ti

curado, GenR. Rif".
3.3. TRABAJO CON BACTERIAS

3.3.1. Crecimiento de bacterias

Bacterias E. coli y A. tumefaciens (seccion 3.2.4) fueron cultivadas durante 16 y 48 hra 37 °C y
28 °C respectivamente, en medio LB liquido (1% triptona, 1% extracto de levadura, 0,8 % NaCl,
pH 7.0 a 25 °C) y sdlido {mezcla anterior suplementada con 1,5% de agar) a una agitacién de
200-250 rpm para el case del cultivo en medio liquido.

Los antibidticos de seleccion utilizados para E. cofi fueron espectinomicina (100 mg/L) para las
cepas transformadas con el vector de clonacién pCR8 (seccién 3.7.1) y kanamicina (100 mg/L)
para las cepas transformadas con los vectores derivados de pCambia (seccién 3.7.2.2). Para la
seleccion de Agrobacterium transformada se utilizaron los antibioticos gentamicina (100 mg/L;
resistencia otorgada por plasmido Ti), rifampicina (10 mg/L; seleccién cromosémica de la cepa)

y kanamicina (100 mg/L; resistencia otorgada por los vectores pCambia).

3.2.2. Obtencisén de células E. coli quimiocompetentes
Para la generacion de E. colf quimiocon:lpetentes se utilizd el método de CaCl,. Para esto, se
realiz6 un pre-inéoulo de cultivo (100 pl de células) en 3 ml de LB liquido suplementado con
acido nalidixico (100 mg/L). Luego, se diluyé el pre-indculo en 100 ml de LB-acido nalidixico y

se cuitivé a 37 °C hasta alcanzar una D.O.g de 0,4-0,5 nm. Posteriormente, las células fueron
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centrifugadas (10 min, 1600 x g, 4 °C), y el sedimento obienido se resuspendié en.10 ml de
CaCl, 0,1 M. La mezcla fue centrifugada durante 5 min en las mismas. condiciones
mencionadas. Luego, se procedid a resuspender las células en 10 ml de CaCl, 0,1 M e
incubarlas en hielo por 30 min. Finalmente se centrifugaron las muestras (5 min, 1600 x g y 4
°C) resuspendiendo el sedimento formado en 2 ml de CaCl, 0,1 M y 600 pl de glicerol estéril.

Alicuotas de células (200 pl) fueron almacenadas a -80 °C.

3.3.3. Transformacién de E. coli por golpe térmico
A una alicuota de E. coli quimiocompetente (seccién 3.3.2) descongelada en hielo, se le agregd
100-150 ng de la construccion de ADN deseada, incubando la mezcla en hielo durante 5 min.
Luego, se incubaron las muestras a 42 °C durante 75 seg para volver a ubicarlas-en hielo,
Posteriormente, las células fueron incubadas en 1 ml LB {1 hr, 37 °C, 200-250 rpm) vy

sembradas en LB-agar suplementado con el antibidtico correspondiente (seccion 3.3.1).

3.3.4. Obtencion de células quimiocompetentes de A. tumefaciens
Para la generacion de células de Agrobacterium quimiccompetentes, se dej6 creciendo 5 ml de
un cultivo suplementado con gentamicina y rifampicina (seccion 3.3.1) en agitacién durante 18
horas a 28 °C. Luego el indculo fue vertido en 100 mL de LB liquido manteniendo las
condiciones y las concentraciones de antibidticos mencionadas hasta alcanzar una D.Q.gq de
0.5 nm. Posteriormente, las células fueron mantenidas durante 10 min en hielo y centrifugadas
{3000 x g, 20 min, 4 °C). Se resuspendié el sedimentado en 1 ml de CaCl, 20 le estéril y frio.

Alicuotas de células (100 pl) fueron almacenadas a -80 °C.

3.3.5. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens por golpe térmico
A una alicuota de A. tumefaciens quimiocompetente (seccién 3.3.4) descongelada en hielo, se
le adiciond 100-150 ng de la construccion de ADN de interés y luego se incubd por 5 min en
nitrégeno liquido. Posteriormente, se descongeld la mezcla a temperatura ambiente durante 15

min para luego ser incubada en medio LB a 28 °C durante toda la noche con agitacion.
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Finalmente, para la seleccién de los clones transformados, se sembraron las células en LB-agar

suplementado con los antibioticos de seléccion (seccién 3.3.1).
3.4. EXTRACCIONES DE ADN

3.4.1. Purificacién de ADN plasmidial desde Escherichia coli.
Se utiliz6 ADN plasmidial purificado de manera alternativa con el fin de llevar a cabo analisis

preliminares y, mediante kit comercial, para confirmar estos analisis con los clones de interés.

3.4.1.1. Método de purificacién de ADN plasmidial alternativo.
Se realizé un cultivo liquido convencional de los clones de interés (5 ml de LB, seccion 3.3.1).
Una vez obtenido el cultivo, fue centrifugado (5.000 x g, 3 min) y se resuspendié el sedimento
mediante agitacion vigorosa con 100 pL°de solucion | fria (Glucosa 50 mM, Tris- HCI 25 mM y
EDTA pH 8). Luego, se agregaron 200 pL de solucién Il (preparada en el momento: NaOH 0,2 N
y SDS 1%), se mezcld por inversion 5 veces la muestra, manteniéndola en hielo durante 10 min.
Posteriormente, se agregé 150 pL de solucion Il fria (Acetato de Potasio 5 M, Acido Acético
Glacial 11,5%, agua destilada 28,5%), se mezcld por inversiéon y se mantuvo en hielo durante 5
min. En seguida, la mezcla se centrifugé\(12.000 X g, 5 min, 4 °C) y se traspasd el sobrenadante
a un nuevo tubo de microcentrifuga (1,5 ml). Se agregé un 50% del volumen recuperado de una
mezcla de fenol: cloroformo (1:1), luego se mezclé vigorosamente y se centrifugd (12.000 x g, 2
min, 4 °C}. El sobrenadante obtenido se traspasé a un nuevo tubo y se precipité el ADN con dos
volumenes de etanol absoluto. La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 2 min y luego
se centrifugd (12.000 x g, 5 min, 4 °C). F;osteriormente, se elimind el sobrenadante con cuidado
y se lavé el sedimento obtenido agregando 700 pL de etanol 70% frfo. Luego de centrifugar la
muestra {12.000 x g, 5 min, 4 °C) se elimind el sobrenadante y se secd.el ADN durante 5 min al

vacio. Finalmente, se resuspendié el sedimento en 40 pL de agua NP y se traté con RNasa A (2

mg/ml, 30 min, 37 °C).
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3.4.1.2. Método de purificacién de ADN plasmidial mediante kit comercial

Para la extraccién de ADN plasmidial desde colonias de E. coli, se dej6 crecer en agitacién
durante 16 hr un cultivo de 5 mL con el antbidtico de seleccion correspondiente.
Posteriormente, se extrajo el ADN plasmidial utilizando el kit AxyPrep™ plasmid miniprep de
Axygen Biosciences, segun las especificaciones ‘del fabricante. Las muestiras fueron
almacenadas a -20 °C. Con este ADN, se confirmaron los analisis de digestién, las reacciones
de PCR y se utilizé para los procedimientos de transformacion y secuenciacion.

De forma excepcional se utilizé el kit*comercial Wizard® Plus Midipreps DNA Purification
System de Promega para obtener mayaor cantidad dé ADN plasmidial de los vectores de

expresion pCambia 355-GFP y PG-GFP (seccion 3.6.5.2).

3.4.2. Purificacion de ADN plasmidial de Agrobacterium tumefaciens
Para purificar el ADN plasmidial a partir de A. tumefaciens, se modifico el método alternativo de
purificacion plasmidial realizado para E. colfi (seccién 3.4.1.1). Se usé 10 mi de cultivo y se
agregd un paso exira en el protocolo que involucrd la incubacién de la muestra, previamente

tratada con solucidn [ fria, con 20 pl de Lisozima (20 mg/m!) durante 15 min a 37 °C.
3.4.3. Purificacion de ADN gendmico desde plantas de tomate

Para la extraccion de ADN genémico d{; tomates (seccion 3.9) se siguid el protocolo descrito
por Doyle y Doyle (1987). Con este fin, se molieron 100 mg de tejido en un mortero estéril en
presencia de nitrogeno liguido y 600 pL de tampdn CTAB (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM
y Tris-HCI 100 mM pH 8). La mezcla fue calentada (60 °C, 30 min), se agregd Lm nuevo
volumen de.tampo6n CTAB (400 L) y se incub6 a 70 °C durante 15 min. Posteriormente, se
agrego 400 uL de una mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (en proporcion 24:1) y se mezcla
por inversion 5 veces. Una vez disuelta la muestra, se centrifugd (15.000 x g, 10 min) y se
transfirié el 70% del volumen de la fase superior a un nuevo tubo de microcentrifuga. Luego, a

la fase acuosa recuperada se le agregd 700 uL de isopropancl de manera de precipitar el ADN.

Esta mezcla se incubd a -20 °C durante 30 min y se centrifugé (15.000 x g, 10 min) para luego
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descartar el sobrenadante. Al precipitado se le agregé 700 pL de etanal 70% frio, se centrifugd
(6 min, 15.000 x g) y se elimind el sobrenadante. El ADN se secd a temperatura ambiente,

durante 20 miny se resuspendid en 70 pL de agua NP.
3.5, EXTRACCIONES DE ARN

3.5.1. Extracciones de ARN de frutos
El protocolo de extraccion se basd en el método optimizado para purificar ARN total de alta
calidad (Meisel y cols, 2005). Para cada muestra, se pes6 3 g de tejido del mesocarpo del fruto.
En un mortero estéril se macerd el tefido en presencia de nitrégeno liquido hasta obtener un
polvo muy fino, el cual fue recolectado en un tubo falcén que contenia 10 ml de tampén de
extraccion (CTAB 2%, PVP (PM 360.000) 2%, Tris-HCI (pH 8,0) 100 mM, EDTA 25 mM, NaCl 2
N, espermidina trihidrocloruro 0,05%, B-mercaptoethanol 2%). La mezcla se incubé a 65 °C
durante 15 min, agitindola vigorosamente 5 veces durante el proceso. Luego, se realizdo una
extraccién con un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), la mezcla se aghé
vigorosamente y se centrifugo (12.000 x g, 30 min, 4 °C). Se recuperd la fase acuosa resultante
y se realizd una nueva extraccidn de la misma manera anteriormente descrita. La fase acuosa
recuperada fue precipitada con 0.25 voltimenes de LIC| 10 M manteniendo la mezcla 24 hr a 4
°C. Transcurrido este tiempo, se centrifugé la muestra (12.000 x g, 40 min, 4 °C) para precipitar
el ARN. Luego de eliminar el sobrenadante, el precipitado fue resuspendido en 500 plL de
tampon SSTE (NaCl 1 M, SDS 0,5% {p#v), Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM) y transferido
a un nuevo tubo de microcentrifuga. La muestra fue sometida a una nueva extraccion con igual
volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y la fase acuosa se recuperd luego de
centrifugar la muestra (14.000 x g, 10 min, 4 °C). La precipitacion del ARN total se realizd
afiadiendo 2 volimenes de etanol 100% ;Jre~enfriado a la.muestra e incubandola durante 30 min
a —80 °C. Luego se prosiguié a centrifugar durante 20 min a 12.000 x g y 4 °C. El precipitado

obtenido fue lavado con 500 pl etanol 70% en agua DEPC, centrifugado (5 min, 12.600 Xg, 4
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°C), secado a temperatura ambiente y resuspendido en 30 pL de agua DEPC. Finalmente el

ARN extraido fue guardado a -80 °C hasta el momento de su uso.
3.5.2. Extracciones de ARN de hojas

Para llevar a cabo la extraccion de ARN total de hojas de manzano y tabaco, segin
corresponda, se utilizé el método de RNA-solv® de Omega Bio-tek (Chomczynsky y Sacchi,
2006). Las muesfras (~100 mg de tejido) fueron congeladas en nitrégeno liquido, y
posteriormente fueron maceradas en un mortero previamente esterilizado, Al polvo fino
resultante, se le afiadié 1 mL de RNA-Solv® Reagent, la mezcla se homogenizd y se transfirio a
un nueve tubo incubandola durante 15 rr!in a temperatura ambiente. Posterior a esto, se agrego
200 pL de cloroformo, se agité vigorosamente cada muestra (15 seg) y se incubd en hielo (10
min). Luego, las muestras fueron centrifugadas {12.000 x g; 15 min, 4 °C) y la fase acuosa fue
recuperada y transferida a un nuevo tubo. La precipitacion del ARN fue realizada agregando
500 pL de isopropanol previamente enfriado a -20 °C e incubando las muestras a esta misma
temperatura por 20 min. Luego, se centrifugé (10 min, 12.000 x g, 4 °C) y se descarid
cuidadosamente el sobrenadante. Finalmente, el precipitado fue lavado con 1 ml de etanol al
80% en agua DEPC y posteriormente fue centrifugado (5 min, 12.000 x g, 4 °C), secado a

temperatura ambiente y resuspendido en 30 L de agua DEPC.

3.6. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

.

3.6.1. Cuantificacion y analisis de la calidad del ADN y ARN total

3.6.1.1. Visualizacion y cuantificacion mediante geles de agarosa
Las muestras de ADN y ARN fueron visualizadas y analizadas en geles de agarosa de
concentracion variable (0,5% a 1,5%) segdn el tamario del producto esperado. Como marcador
de peso molecular se usd Gene Ruler™ (Fermentas®). Todos los geles fueron preparados con

tampon TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) y bromuro de etidio 1 pg/ml. Las
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muestras fueron mezcladas con tampoén de carga (Azul de bromofenol 0.25%, xilene cianol
0.25% y glicerol 80%) en proporcion 4:1 previo a ser cargadas en el gel. La electroforesis fue
realizada a una diferencia de potencial entre 80 y 100 V durante 30 a 40 min para ADN y 60 V
durante 20 miin para ARN. De manera excepcional se realizaron electroforesis de ADN a 60 V
durante 3 hr con el fin de separar y posteriormente purificar bandas de tamarios alrededor de 10
kb (seccion 3.6.5.2). Los geles fueron visualizados con un trans-iluminador UV (GeneGenius
Classic de SynGene®) y las imagenes proporcionadas fueron evaluadas mediante' Image J.
Para determinar la integridad de ARN total (seccién 3.5) se verifico |la presencia de las bandas

de ARNr de 28S y 188S.

3.6.1.2. Cuantificacion y analisis de calidad mediante espectrofotometro.
Todas las extracciones de ARN total (seccion 3.5) y de ADN genomico de tomates (seccién
3.4.3) fueron cuantificadas (Asso) y analizadas para constatar su pureza (razones Agge/Agsg Y
Azso/Az3p) usando un espectrofotémetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis). El valor de la relacion
AzsolA2g0 aceptada para extracciones puras de ADN y ARN debe estar cercano a 1.8 y 2.0,
respectivamente, mientras que para la relacion Agey/Az, los valores para muestras puras de
ADN o ARN se encuentran en el rango de 1.8 y 2.2, Valores que se alejan a lo menc‘ipnado en

ambos pardmetros revelan la presencia de solventes orgénicos, algunas sales y proteinas.

3.6.2. Disefio de partidores especificos para la clonacién de MdSDH3
Para el disefio de los partidores, se us6 la secuencia con version Gnica del ARNm de la
isoforma 3 de sorbitol deshidrogenasa de manzana (MdSDH3; Genbank acceso AF323506). La
informacion entregada revela que el tamafio del ARNm es de 1521 pb, situandose el codén de
inicio y de término de traduccion en los nucledtidos 136 y 1242, respectivamente.
Se disefié un partidor en sentido. (MdSDH-Spe5') compuesto por 18 nucledtidos que hibridan
especificamente con MdSDH3 incluyendo el codon de inicio, antecedido por la secuencia

palindréomica de 6 nucledtidos del sitio de corte de Spef (Tabla il).
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Se disefiaron tres partidores antisentidos en el transcurso de este Seminario de Titulo (seccién
Resultados). El primero (MdSDH-Nhe3') se compone por 21 nucledtidos complementarios con
MdSDH3, incluyendo el codon de. término de la traduccion, antecedido por la secuencia
palindrémica de 6 nucledtidos del sitio de corte para la endonucleasa Nhel. El segundo
(MdSDH3'UTR) hibrida a partir del nucledtido 1470 en la region 3'UTR de MdSDH3 antecedido
por el sitio de corte Nhel. Finalmente, el tercer partidor antisentido (MdSDH-PmI3") esta
compuesto por 21 nucledtidos, incluyendo el coddn de término de la traduccién, antecedidos.por
la secuencia de 5 nucleodtidos correspondiente al sitio de corte romo de Pmil. Cabe destacar
que la secuencia codificante de MdSDH3 no presenta sitios de corte para las endonucleasas

seleccionadas. Se detallan las secuencias de todos los partidores en Tabla II.

3.6.3. Transcripcién Reversa y Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)
Previamente a la reaccion de RT-PCR, las muestras de ARN obtenidas (seccién 3:5) fueron
tratadas con DNasa para eliminar posibles remanentes de ADN producto de la extraccién. Cada
reaccion se realizé con 1,5 ug de ARN total en un volumen de reaccién de 10 pl en agua DEPC,
La composicion final de cada reaccion fue: 1 x Tampon DNAsa | con MgCly; 1 U DNasa I: 1,2 U
de inhibidor de RNasa Ribol.ock™. (Fermentas). La mezcla se incubd durante 30 min a 37 °C,
luego fue mantenida en hielo (5 min) y se agregdé EDTA a una concentracion final de 2,5 mM.
Para la sintesis de ADN¢ se utilizé el sistema ImProm-II® Reverse Transcription de Promega.
Se mezclé 6,5 1l del volumen de ARN tratado con DNasa con 1,5 uM de partidor antisentido
Oligo-AP o MdSDH3'UTR segiin sea el caso (seccion 3.6.4, Tabla I). Se sometieron las
muestras al programa RT-PCR el cual comienza con una incubacién de 5- min a 70 °C.
Transcurrido este tiempo se detuvo el programa momentaneamente para incubar los tubos en
hielo (5 min) y se agregé 12,5 pL de la mezcla de transcripcion reversa (1X tampén ImProm-1i®,
10 mM MgCl,, 0,8 mM dNTPs, 1,5 U de inhibider de RNasa RiboL.ock, agua DEPC), Finalmente,

se afiadio 1 pl. de la enzima Transcriptasa Reversa a cada tubo. E! programa continud segln lo

detallado en Tabla I.
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Se confirmé la integridad del ADNc obtenido utilizando el partidor Oligo-AP mediante Ia
amplificacion por PCR de un fragmento del gen de la subunidad ribosomal 185 utilizando
partidores especificos y el programa del mismo nombre (Tabla | y I). Confirmada la integridad

del ADNc, se realiz6 un PCR para amplificar el fragmento de interés (seccion 3.6.4 y 3.8.2).
3.6.4. Reacciones de PCR

3.6.4.1. Amplificacién del ADNc de MdSDH3 mediante PCR

La reaccién de PCR realizada con el objetivo de arnplificar el ADNc de MdSDH?3 utilizé como
molde el producto obtenido mediante RT-PCR utilizando el partidor antisentido Oligo-AP o
MdSDH3'UTR, segtin corresponda (seccion 4.1.1 y 4.1.2). La reaccién se llevé a cabo en un
volumen final de 20 i utilizando la enzima Pfu polimerasa, la cual exhibe actividad exonucleasa
en sentido 3'—3" impidiendo la incorporacién de nucleétidos erréneos durante la polimerizacian.
La mezcla contenia 1 X tampén de reaccidn suplementado con MgSQy, 0,2 mM dNTPs, 0,5 UM
de los partidores sentido y antisentido, 2 pl de molde sin diluir (ADNc total) y 1 U de Pfu
polimerasa recembinante (Fermentas). Como control negativo de reaccion se usé una muestra
de ARN previamente tratada con DNAsas. El programa de reaccion utilizado se detalla en Tabla
1, con el nombre MdSDH clonacién.

El protocolo general para las otras reacciones de PCR realizadas utiliz6 la enzima Pag DNA
polimerasa de Stratagene debido a su mejor rendimiento. La mezcla general se compuso de la
siguiente manera: 1X tampén de reaccion Paq5000™, 0,2 mM dNTPs, 0,5 pM de los partidores
sentido y antisentido, 1 U de Paq polimerasa, ADN como molde y agua nanopura suficiente

para completar un volumen final de reaccidn de 20 L.
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Tabla I. Programas de PCR utilizados para el desarrollo de este Seminario de Titulo

MdSDH clonacidn: Programa de PCR usado para |z amplificacién del ADNc comrespondiente a MdSDH3
mediante Pfu polimerasa usando el partidor en sentido MdSDH-Spe5° y los antisentido MdSDH-Nhe3'o
MdSDH-PmII3",

Estado Paso Temperatura {°C) Tiempo N° de ciclos
1 1 94 5 min 1
1 94 40 seg
2 2 53 1 min 30 seg 36
3 72 2 min 30 seg
3 1 72 10 min 1
10 =

MdSDH chequeo: Programa de PCR usado para la amplificacién de MdSDH3 mediante Pag polimerasa a
partir de colonias transformadas de E. coli y A. tumefaciens transformadas con los vectores pCR8-MdSDH
y 355/PG-MdSDH respectivamente, usando el partidor sentido MdSDH-Spe5” y los antisentido MdSDH-
Nhe3'o MdSDH-PmII3".

Estado Paso Temperatura (°C) Tiempo. N° de ciclos
1 1 94 5 min 1
1 94 40 seg
2 2 53 1 min 30 seg 38
3 72 45 seg
3 1 72 10 min 1
10 =

Direccion inserto: Programa de PCR usado para la amplificacién del fragmento 35S-MdSDH (usando
partidor sentido 35S F y los antisentido MdSDH-Nhe3'o MdSDH-PmlI3"} o el fragmento PG-MdSDH
(usando partidor sentido PG-BamHI-F y los antisentidos MdSDH-Nhe3 o MdSDH-PmlI3).

Estado Paso Temperatura (°C) Tiempo N°® de ciclos
1 1 94 5 min 1
1 94 40 seg
2 2 51 1 min 10 seg 38
3 72 1 min 15 seg
3 1 72 10 min 1
10 =

18S / Higro: Programa de PCR utilizado para comprobar la integridad del ADNc mediante Ia amplificacién
de una parte de la subunidad ribosomal 18S usando partidores 18S5°y 1883’ y para confimnar la
transformacion estable de tomate a través de la amplificacién de una fragmento del gen hptlf usando

partidores HigroF e HigroR.

Estado Paso Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
1 1 95 5 min 1
1 95 40 seg
2 2 50 1 min 35
3 72 30 seg
3 1 72 10 min 1
10 =
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RT-PCR: Programa para obtener ADNc mediante transcriptasa reversa usando partidores Oligo-AP y
MdSDH3'UTR, segtin corresponda (seccion resultados).

Estado Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 70 5 min
1 2 hielo 7 min
1 25 5 min
2 2 42 60 min
3 70 15 min
3 1 4 e

Tabla Il. Partidores utilizados en este Seminario de Titulo.

Partidor Secuencia Partidor (5" & 3) Descripcion

MdSDH-Spe5” GGCAACTAGTAAAATGGGCAAGGGAGGC Disefiados para amplificar el ADNc de
MdSDH3. Poseen respectivamente el

MdSDH-Nhe3’ GGCAGCTAGCATTTACTATAGATTAAACATG sitio de corte para Spel/ (partidor en

sentido) y Nhel (partidor antisentido)
subrayados e incluyen el codén de
inicio y de termino de traduccion
(destacados en rojo). Juntos amplifican
un fragmento de 1107 pb (MdSDH3).

MdSDH3 UTR GGCAGCTAGCATTTACATGCATACGTACGC Partidor antisentido disefiado para
amplificar de manera especifica el
ADNc de MdSDH3 a partir de su
extremo 3'UTR. Posee sitio de corte
para Nhel (subrayado). Junto con
MdSDH-Spe5 amplifican MdSDH3
(1400 pb)

MdSDH-PmII3’ GGCACACGTGGATTTACTATAGATTAA ACATG Partidor antisentido disefiado para
amplificar MdSDH3. Posee sitio de
corte para Pmil (subrayado) y el codén
de término de traduccioén (rojo). Junto
con MdSDH-Spe5 amplifican MdSDH3

(1107 pb)
188 57 TTGATTACGTCCCTGCCCTTT Partidores utilizados para verificar la
integridad tanto del ADN genodmico
18S 3 ACAATGATCCTTCCGCAGGT como del ADNc. Amplifican un

fragmento de 196 pb del gen para el
ARN ribosomal 18S.

35S F AGAACTCGCCGTAAAGACTG Partidor en sentido utilizado para
verificar la orientacién de clones 35S-
MdSDH. Hibrida con el promotor
CaMV 35S presente en pCambia 1302
¥y junto con MdSDH-PmII3" o MdSDH-
Nhe3" amplifican un fragmento de
1602 pb (35S-MdSDH3).

PG-BamHI- F GGATCCTAAGTACCATCACATAATTGAGA Partidor en sentido utilizado para
verificar la orientacién de clones PG-
MdSDH. Posee sitioc de corte para
BamHI (subrayado). Hibrida con el
promotor PG presente en pCambia
PG-GFP y junto con MdSDH-PmII3" o
MdSDH-Nhe3” amplifican un
fragmento de 1918 pb (PG-MdSDH).




| HigroF TTTGTGTACGCCCGACAGT Partidores en sentido (F) y en
antisentido  (R) disefiados para

Higro R AAGACCTGCCTGAAACCGA amplificar un fragmento interno de 500
pb del gen que codifica resistencia a
Higromicina {hptf). [

Oligo-AP CGCCACGCGTCGACTAGTACTITITITIITIITTIIT | Partidor en antisentido utilizado en
reacciones de RT-PCR

M13F GTAAAACGACGGCCAG Partidores utilizados para secuenciar |
las construcciones pCR8-MdSDH

M13R CAGGAAACAGCTATGAC '

"GFP5’ GAGGGTGAAGGTGATGCAAC Partidores utilizados para verificar la

digestion parcia! (seccién 6.5.2).

GFP3” CAGGTAATGGTIGTCTGG Juntes amplifican un fragmento interno

de 510 pb de GFP.

3.6.4.2. Reaccion de PCR de colonia
El PCR de colonia es una variante del PCR tradicional en que se usa como molde e! cultivo de
bacterias directamente. Se analizaron las colonias de E. cofi transformadas con las
construcciones pCR8-MdSDH, PG-MdSDH y 35S-MdSDH mediante este método. En el caso de
las colonias de A. fumefaciens, se confirmaron que portaran las construcciones PG-MdSDH y
388-MdSDH. La reaccion de PCR se realizd mediante €l protocolo general detallado en la
seccion anterior. Como control negativo se utilizé agua NP en vez del cultivo bacteriano y como

control positivo ADN plasmidial de la construccion correspondiente.

3.6.5, Digestiones enzimaticas

3.6.5.1. Digestiones enzimaticas para la seleccion de clones positivos
Para confirmar la identidad y orientacion de MdSDH en los vectores pCR8-MdSDH, 35S-
MdSDH y PG-MdSDH se realizaron ensayos de restriccién con la endonucleasa BstEll (Eco91],
Fermentas). Esta enzima corta una vez en la secuencia codificante de MJdSDH (nucleétido 303),
en &l vector de clonamiento pCR8 (nucledtido 1442) y en los vectores de expresion 35S-GFP y
PG-GFP (nucledtido 760, exiremo 3" de la secuencia GFP). En el caso de los vectores de
expresion 358-MdSDH y PG-MdSDH el ensayo de restriccion permitié ademds corroborar Ia

ausencia de GFP. La mezcla para cada reaccion se realizo en un volumen final de 20 pl que
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contenia 1X tampon 0, 1 U dé enzima BstEll y 500 ng de ADN plasmidial. Todas las reacciones

de digestion fueron incubadas a 37 °C durante aproximadamente 2 hr.

3.6.5.2. Digestion doble de los vectores de clonacién y expresién con las

endonucleasas Spel y Nhel, mediante digestién parcial.
El vector de clonacion (pCR8-MdSDH) fue digerido con las enzimas Spef y Nhel (Fermentas)
mediante una mezcla de reaccidn que contenia 1X Tampon Tango, 1 U de cada enzima y 800
ng de ADN plasmidial. La reaccién se incubd a 37 °C durante 2 hr. No fue posible seguir esta
metodologia con los vectores de expresion utilizados (pCambia 358-GFP y PG-GFP) por la
presencia de un sitio de corte extra para la enzima Nhel en su secuencia. Debido a esto, se
realizo una digestion parcial con el fin de lograr aislar el fragmento correspondiente a sélo un
corte de la enzima Nhel. Para esto, ambos vectores de expresién fueron linealizados con Spel
{2X Tampén Tango, 1 U de Spely 800 ng de ADN plasmidial), e incubados a 37 °C durante 2
br. Transcurrido este tiempo, se agregé 1 U de Nhel, la cual fue mantenida a 37 °C durante 10
min, para finalizar con la inactivacién de las enzimas (65 °C, 20 min). Los productos de la
digestion parcial fueron visualizados en geles 0,5% agarosa (seccidn 3.6.1.1) y luego

purificados mediante kit comercial (seccion 3.6.6).

3.6.5.3. Digestion doble de los vectores de clonacion y expresion con las
endonucleasas Spel y Pmil
El vector de clonacion pCR8-MdSDH vy los vectores de expresion pCambia 35S-GFP y PG-GFP
fueron digeridos utilizando una mezcla de reaccién que contenia 1X Tampon Tango, 1 U de
cada enzima y 800 ng de ADN plasmidial. Cada reaccion se incub6é a 37 °C durante

aproximadamente 4 hr.

3.6.6. Purificacion de ADN desde geles de agarosa
Fragmenios de ADN de interés fueron purificados a partir de geles de agarosa mediante el kit

de purificacion de ADN desde geles Wizard® SV Gel and PCR Clean Up System de Promega.
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3.6.7. Secuenciacién
La secuenciacion de los ADN plasmidiales fue realizada en Macrogen Co. (USA), usando los

partidores M13F y M13R (Tabla 1, seccion 3.6.4).
3.7. CONSTRUCCIONES GENETICAS

3.7.1. Clonamiento de MdSDH por el sistema pCR®8

El sistema pCR®8/GW/TOPO® de Invitrogen permite clonar productos de PCR que contengan
en su extremo terminal 3"deoxyadenosina (A) debido al apareamiento de bases que ocurre con
la timina desapareada que posee el vector en su sitio de clonamiento. Ademas, este vector de
2,8 kb cuenta con una enzima del tipo topoisomerasa unida a sus extremos la cual liga ambos
ADN {vector e inserto} de forma muy eficiente.

Para utilizar este sistema, fue necesario agregar en forma previa una adenina terminal en los
extremos 3” del producto de PCR correspondiente a la amplificacién de MdSDH3 mediante Pfu
polimerasa (seccion 3.6.4.1) y purificado desde geles de agarosa (seccion 3.6.8). Con este
objetivo, se realizé una mezcla que contenia: 1X tampén NH;, 1,5 mM MgCly, 0,2 mM dATP, 0.5
U de Tag ADN polimerasa Biolase (Bioline) y 150 ng de producto PCR purificado. La mezcla se
incubd a 72 °C durante 30 min.

Obtenido el inserto, se realizo la reaccion de ligacion con el vector pCR8 en una mezcla que
contenia 1 pl de vector y de solucién salina segin lo recomendado por sus fabricantes, en un
volumen final de 6 pl. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 2 hr y luego se
transformé E. coli (seccion 3.3.3). Los clones resistentes a espectinomicina fueron analizados
mediante ensayos de PCR (3.6.4.1), digestiones enziméticas (3.6.5.1) y finalmente por

~

secuenciacion (3.6.7) para confirmar la fidelidad del inserto clonado.
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3.7.2. Construccion de vectores de sobre-expresiéon de MdSDH en plantas

3.7.2.1 Vectores binarios de sobre-expresion utilizados

Para la construccion de vectores de sobre-expresion constitutiva y fruto-especifica de MdSDH
en plantas, se utilizaron los vectores l?inarios pCambia 1302 (353-GFP) y pCambia 1302
modificado (PG-GFP), respectivamente.

En el vector binario elegido, pCambia 1302, se encuentra clonado el promotor fuerte y
constitutivo del virus mosaico de la coliflor (35S8) controlando la expresién del gen reportero que
codifica para la proteina fluorescente verde (mGFP5). Este vecior binatio contiene una
secuencia de seleccion en bacterias (kanamicinaR, nptil). El ADN de transferencia (ADN-T) esta
flanqueado por las secuencias T-borde izquierdo y T-borde derecho e incluye el gen de
resistencia a higromicina (higromicina®, Aptf) controlado por el promotor constitutivo doble 358
para la seleccion de plantas transformadas.

Debido al trabajo de Seminario de Titulo realizado por Patricio Mandujano en el Laboratorio de
Biologia Molecular Vegetal (Universidad de Chile) se dispone del constructo pCambia 1302
modificado de expresién fruto-especifica (PG-GFP). En este vector se reemplazo la secuencia
del promotor 358 que controla la expresion de GFP por la secuencia promotora del gen de la
poligalacturonasa de tomate (nimero de acceso NCBI: X07410; Montgomery y cols, 2003). Su

funcionalidad fue re-evaluada mediante microscopia (seccion 3.8.1)

3.7.2.2 Construccion de vectores de sobre-expresion constitutiva y fruto-

especifica de MdSDH
Para elaborar los vectores de sobre-expresién constitutiva y fruto-especifica de MdSDH en
plantas, se desarrollaron dos estrategias. Ambas metedologias consideraron una digestion
doble de los vectores 35S5-GFP, PG-GFP y pCR8-MdSDH con las mismas enzimas de
resfriccion con el objeti\;o de ligar los fragmentos correspondienies a fravés de extremos

compatibles. En el caso de los vectores de expresion 35S-GFP y PG-GFP la digestién doble
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tuvo como fin [a escision de la secuencia codificante GFP, para ser reemplazada posteriormente
con la secuencia MdSDH previamente digerida a partir del vector de clonacién pCR8-MdSDH.
La primera estrategia de clonacién consideré utilizar las enzimas de restriccién Spel y Nhel
para llevar a cabo la digestion doble de los tres vectores (seccion 3.6.5.2). Como segunda
estrategia de clonacién, se reemplazo la enzima Nhef por la endonucleasa Pr'nh’ en la
digestion doble de los tres vectores (secgién 3.6.5.3). Con este objetivo fue necesario amplificar
el ADNc de MdSDH con el partidor reverse MASDH-PmII3” (seccion 3.6.2.3) que confiri6 tal sitio
de corte en el extremo 3 de MdSDH.

Los fragmentos esperados fueron purificados a partir de geles de agarosa (seccién 3.6.8) y
cuantificados mediante Image J (3.6.1.1).

La ligacién de los fragmentos obtenidos-se llevd a cabo utilizando ADN T4 ligasa (Promega).
Cada mezcla de reaccién contenfa 150 ng del vector de expresion purificado, 50 ng de inserto,
1X tampén ligasa y 1 U de la enzima ADN T4 ligasa. Las mezclas fueron incubadas a 17 °C,
durante 16 hr. Luego se procedié a transformar E. colf (seccién 3.3.3). Las colon}as crecidas en
medio de seleccion fueron evaluadas mediante la amplificacién de MdSDH y GFP {seccion
3.6.4.2) para descartar clones que contuvieran la construccién 358/PG-MdSDH-GFP. Mediante
PCR del fragmento promotor-gen se evalué la orientacion del inserto, utilizando los partidores
en sentido 355 F y PG-BamHI-F y el partidor antisentido MdSDH 3" segun corresponda
(MdSDH-PmII3"” o MdSDH-Nhe3"; Tabla II) usando el programa de PCR ilamade “Direccion
inserto” (Tabla ). Se realizo un stock de glicerol de ios clones positivos. Adicionalmente, para
analizar la orientacién del inserto en los vectores de expresién se realizaron ensayos de
restriccion con BstEl (seccion 3.6.5.1). Clones positivos para todos los andlisis mencionados
fueron llamados 358-MdSDH2 y PG-MdSDH2. Con estos clones se procedi6 a- trans_formar A
tumefaciens (seccion 3.3.5). Colonias resistentes a kanamicina fueron evaluadas mediante PCR

de colonia y finaimente por PCR tradicional a partir de ADN purificado (seccién 3.4.2),

~
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3.8. ANALISIS DE EXPRESION

3.8.1. Transformacién transitoria de frutos y hojas

Los clones de A. fumefaciens portadores de los vectores PG-MdSDH o 35S-MdSDH fueron
crecidos en medio LB liquido suplementado con los antibi6ticos de seleccién (seccion 3.3.1)
hasta alcanzar D.Og cercana a 0,8. las bacterias fueron sedimentadas mediante
centrifugacién (5000 x g, 5 min) y se resuspendieron hasta una densidad optica de 1 en medio
de infiltracion (MMA) compuesto por 0,5 X MS, MES 10 mM (pH 5,8), sacarosa 20 g/L y
acetosiringona 200 uM. La suspension obtenida se usd para agro-inyectar frutos de durazno
(Spolaore y cols, 2001) o tabaco (Norambuena y cols, 2005). En el caso de frutos, se uso
jeringas BD ultra-fine™ll (capacidad 300 uL) con aguja de 8 y 3 mm. Cada fruta se transformé
transitoriamente con un constructo distinto, agro-inyectando suavemente 800 pL de suspension
a 3-4 mm de profundidad con el fin de minimizar el dafio en el fruto. Para la transformacion de
hojas de tabaco, éstas fueron previamente asperjadas con agua para facilitar el proceso de
infiltracion. La suspension bacteriana fue recogida mediante una jeringa sin aguja (BD de 1 ml)
y ésta se presiond contra el envés de [a hoja de manera que la suspension perfundio el érgano.
Como control negativo de transformacion, se agro-inyectaron frutos y hojas de tabaco con A.
tumefaciens cepa GV3101.

Los frutos y hojas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 4 dias (Orzaez y cols, 2006).
Transcurrido este tiempo, se cosecharon las muestras agro-inyectadas y se les extraj;) su ARN
segun como se detalla en secciones 3.5.1 (frutos) y 3.5.2 (hojas). A partir de ADNc total se
amplificé mediante PCR la secuencia de MdSDH con el objetivo de corroborar la funcionalidad

transcripcional de los vectores construidos (seccion 3.6.4.1).

3.8.2. Microscopia de fluorescencia.
E! analisis de la funcionalidad del promotor PG se realizd verificando la expresion de GFP en
tejido transformado transitoriamente con el vector pCambia PG-GFP. Mediante A. tumefaciens

transformada con este vector (seccion 3.3.5), se agro-infiltré hojas de tabaco y se agro-inyectd
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frutos de tomate, Luego de 4 dias de incubacién a temperatura amblente, se realizaron cortes
muy finos del tejido infiftrado de hojas y frutos. Estas muestras fueron observadas bajo un
microscopio de epifluorescencia (Olympus 1X70) utilizando una longitud de onda de 488 nm (luz
azul, requerida para excitar a GFP). Como contral negativo se utilizaron muestras infiltradas con
A. tumefaciens sin transformar (seccidn 3.2.4) y como confrol positivo se usé muestras

transformadas con pCambia 1302 (355-GFP).

3.9. CULTIVO IN VITRO'Y TRANSFORMACION DE TOMATES

3.9.1. Cultivo in vitro: Esterilizacién y sembrado de semillas de tomate
Para la transformacion estable de tomate, se utilizaron explantes de plantulas cultivadas in vitro.
Para llevar a cabo el cultivo in vitro, se esterilizaron semillas de tomate (seccidon 3.2.3) durante 2
min en agitacion con una soluciéon de 70% etanol. Luego de decantar el liquido, se fraspasaron
las semillas a una solucién de hipoclorito de sodio (5%) y Tween 20 (50 mM) donde se
rantuvieron en agitacion durante 20 min. Después se descartd el liquido, se lavaron las
semillas 5 veces con agua destilada estéril y se retird el exceso de agua mediante papel
absorbente previamente autoclavado. Posteriormente, las semillas fueron sembradas en placas
con medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962}. Las placas se mantuvieron en oscuridad a 25

°C durante 24 hr, para luego ser ubicadas bajo fotoperiodo (25 °C, 16 horas luz, 2400 lux)

~

3.9.2. Obtencidn de explantes de tomate tipo Flamingo
Planiulas de tomate regeneradas transcurridos 7 dias luego de su germinacion fueron
colocadas en placas de petri estériles con una cantidad suficiente de agua destilada. En
condiciones de esterilidad los explantes de tomate fueron preparados segtn método "flamingo”
(Saker y cols, 2007; Pozueta y cols, 2001) removiendo una de las hojas y el brote meristematico
desarrollado entre ambos cotiledones. El resto de la planta que incluye raices, hipocotilo y una

hoja del cotiledén constituyd el explante blanco para su posterior transformacion.
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3.9.3. Transformacién de explantes tipo Flamingo mediante A. fumefaciens
Cuitivos de A. tumefaciens portadores de PG-LeSDH o 35S-LeSDH fueron crecidos {seccidn
3.3.1) hasta alcanzar un D.Qgg 0.6 vy luego centrifugados (3.000 x g, 5 min). El sedimentado fue
resuspendido mediante agitacién suave (150 rpm) en 20 ml de medio de co-cultivo liquido
(Medio B sin agar, Tabla lll). Se mantuvieron los explantes tipo flamingo durante 30 min en esta
solucion. Transcurrido este tiempo, se secaron los explantes con papel estéril-y se sembraron

en medio de co-cultivo sdlido {Medio B, Tabla 1Il) durante 48 horas en oscuridad‘a 25 °C,

3.9.4. Regeneracion de explantes de tomate mediante organogénesis somatica.
Luego de 48 horas en medio de co-cultivo sélido, los explantes fueron transferidos a placas petri
con medio C (Tabla lIl), y transferidos ser\nanalmente a medio fresco duranie 6-7 semanas.
Se realizaron dos controles de transformacion: el control positivo consistid en expléntes tipo
"flamingo" transferidos directamente a medic C (sin antibiético higromicina), mientras que para

el conirol negativo, explantes sin haber sido co-cultivados con Agrobacterium transformada,

fueron sembrados en medio C suplementado con higromicina.

Brotes verdes bien formados de 1 cm de altura fueron transferidos a frascos de vidrio con medio
de elongacién (medio D, Tabla ll) y transferidos semanalmente a medio fresco durante 4-8
semanas. Cuando los brotes alcanzaron los 4 crn de alto, sin generar rafces, fueron transferidos
a un medio de enraizamiento (Medio E, Tabla Ill) hasta observar el desarrollo de éstas.

Luego de 5 meses, se obtuvieron plantulas de tomate con raices apropiadas para su
aclimatacion a tierra. Para el cultivo en invernadero, se trasplantaron las plantulas cultivadas in
vitro a maceteros de 1200 cm® con una mezcla de tierra de hoja: vermiculita (2:1) y condiciones
de 16 hr de luz y 8 hr de oscuridad a una temperatura constante de 24 °C. Para la aclimatacion
de las plantas, éstas inicialmente fueron cubiertas con un vaso plastico provisto de pequefios
agujeros en su parte superior, con el fin de mantener la alta humedad a la que fueron sometidas
durante su cultivo in vifro. Luego de 2 semanas, se comenzaron a destapar las plantas

gradualmente, para finalmente destaparlas por completo en un periodo de 2 meses.
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3.9.5. Anilisis mediante PCR para confirmar plantas de tomate transgénicas

|
i
Para determinar la insercion estable en el genoma de tomate de las construcciones de sobre-
. ]
expresion (358-LeSDH y PG-LeSDH) se amplificé parte del gen que conifiere resistencia a‘

L

higromicina mediante PCR. Se exirajo ADN gendmico de tomates silvestres y transformantes!

(seccion 3.4.3) y se utilizo el programa denominado Higro (Tabla 1) y los partidores HigroF e

|

HigroR (Tabla II). Como control negativo se utilizé ADN de tomate silvestre y como controles
positivos, se usé como molde ADN genémico de iabaco transgénico con resistencia a§
|

higromicina (evaluado previamente, G4Pr:GUS; Ampuero, 2010) y ADN plasmidial del vector,

355-LeSDH.

\
|
Tabla ll: Composicion Medios de Cultivo in-vitro de tomate ;
|
1
|

* Estos reactivos fueron esterilizados mediante ultra-filtracion, y agregados al resto de los componentes
luego de que ellos habian sido esterilizados mediante autoclave.

N . Medio Medio de Medio de co- | Medio de Induccién Medio de Medio de
~. germinacion cultivo y regeneracion de Elongacion enralzamiento
Composicién ~ _ {A) (B) brotes {C) (D) (E} ‘
L) S ;
MS sales (g) 4,42 4,42 4,42 4,42 2,15 ‘.
it
Mio inositol (g) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 .
Sacarosa (g) 30 30 30 15 15 ,
pH 5,7 57 57 5,7 57 ,
Agar (g) 7 7 7 7 7 ‘
i
ﬁ Mix vitaminas* - 1 1 1 1 i
(ml de 1000x) |
i ]
BAP* (mg) - - 1 - ) :
IBA* (mg) - - 01 - 5
Acetosiringona* - 200 - - -
{3L53]
Carbanicilina* - - 300 300 300 .
(mg)
Higromicina* - - 25 2,5 2,5
(mg) <‘
PPM* (mi) - - 3 3 3 J‘
!
!
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4. RESULTADOS :
4.1. Clonacidén del ADN¢ de MdSDH en un vector bacteriano

4.1.1. Primer intento de clonacion del ADNc de MdSDH3
La mayor expresion de MdSDH3 en manzanos cv. Fuji se ha reportado en hojas jvenes y
frutos maduros (Park y cols, 2001). Debido a su mayor disponibilidad, como primer intento para
clonar MdSDH3 en un vector bacteriano se adquiridé comercialmente frutos de manzana

variedad Fuji. A partir de estos frutos en estado maduro, se exirajo ARN total (seccién 3.5.1).

Por electroforesis, se observaron las bandas correspondientes a ARN ribosomal 28S y 188

!

(Figura 4, Chomczynski, 2006) en las dos muestras obtenidas de ARN, y medianteL
|

espectrofotometria, se determiné que eran de alta pureza y concentracidn (Agse/Aosg ~2,0; 1

Hg/pL).

PM ARN ARN

Figura 4: Determinacién de la integridad del ARN extraido de frutos de manzana..Gel de agarosa
(1,6%) tenido con bromuro de efidio muestra las bandas de ARN ribosomal 28S y 18S-en las 2
extracciones realizadas (ARN frutos 1 y 2), PM: estandar de peso molecular. |
Ambas muestras de ARN fueron tratadas con DNAsas (seccion 3.6.3) con el fin de descartar “

posibles remanentes de ADN que pudiesen intervenir con los resultados. El ARN fratado fue
utilizado como molde en reacciones de RT usando el partidor antisentido Oligo-AP. Para
evaluar la calidad del ADNc generado, se amplificd con éxito para cada muestra un fragmento
de 196 pb del gen de expresion constitutiva de la subunidad ribosomal 18S (Figura 5A). Luego
de verificar la calidad de las muestras obtenidas, se amplificd mediante PCR el ADNg de
MdSDH3 utilizando partidores especificos (MdSDH-Spe5” y MdSDH-Nhe3’, Tabla 1I) y \
condiciones de reaccion previamente estandarizadas (seccion 3.6.4.1). A partir de una de las ;

muestras de ADNc, se logro amplificar un fragmento de 1135 pb correspondiente al tamafio

esperado para MdSDH3, tamafio que incluye los 29 nucledtidos agregados a la secuencia por
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los partidores utilizados (Figura 5B). Como control positivo y negativo para la reaccién de PCR,
s& usé como molde el ADN gendmico de manzana y el ARN fratado con DNAsas,
respectivamente. En la Figura 5, el fragmento amplificado para el control positivo es ligeramente
mayor al tamafio observado para el ADNc de MdSDH3, debido a la presencia de intrc;nes en la
secuencia genomica de MdSDH3 (~120 pb; Nosarszewski y cols, 2001). El control negativoi
evidencia que las muestras no contenian remanentes de ADN genémico posterior al tratamiento

con DNAsas.

A,
ADNc1 ADNc 2 PM C+ C-

Figura 5. Amplificacién del gen 18S 'y MdSDH3 a partir de ADNc de manzana. A: Amplificacién de un
fragmento de 196 pb del gen 788 como control de calidad de las muestras de ADNc obtenidas producto de
la reaccion de transcripcion reversa. B: Amplificacion de MdSDH3 a partir de una de las muestras de
ADNc (ADNc 1). Se observa la banda de 1135 pb correspondiente al tamario esperado. En ambos casos
se us6 ADN gendmico de manzana como control positivo (C+) y una muestra de ARN previamente tratada
con DNAsas como contro! negativo de reaccion (C-). PM: estandar de peso molecular. '

:
La banda de 1135 pb observada mediante electroforesis fue purificada desde geles de agarosa |
para ser ligada en el sistema de clonacion pCRS, transformando posteriormente E. colfi cepa
DH5e. Las colonias que crecieron en el medio de seleccion (espectinomicina) fueron analizadas
mediante la amplificacion de MdSDH3 por PCR de colonia (seccién 3.6.4.2). El ensayo indicé |
que 7 de las 10 colonias analizadas contenian la construccién pCR8-MdSDH3 (datos no

mostrados). Estos resultados fueron confirmados mediante una segunda reaccién de PCR en Ia

cual se utilizo ADN plasmidial como molde (Figura 6).




PM F3 F5 F6 F7 F8 F9 F1 C- C+

e e 11350

Figura 6. Amplificacién de MdSDH3 a partir de ADN plasmidial de clones positivos seleccionados
previamente por PCR de colonia. En gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio se observa la banda
de 1135 pb correspondiente al tamafio esperado para MdSDH3 en los 7 clones seleccionados. Como
control positivo de reaccion (C+) se utilizo la muestra de ADNc.1, y como control negativo (C-) se
reemplazo el volumen de molde por agua NP. PM: estandar de peso molecular.

La presencia y orientacién del inserto en el vector fue también corroborado a través de ensayos
de restriccion con la enzima BstEll. Debido a que la estrategia de clonacion posterior es
mediada por sitios de restriccion, la orientacion del inserto en pCR8 no es determinante, por lo
tanto, esta informacion fue considerada solo como una forma de verificar la identidad y
presencia del inserto en el vector. Como se observa en Figura 7, los 7 clones seleccionados a
partir de PCR presentaron el patrén esperado de insercién en sentido o antisentido de la

secuencia de MdSDH3 en el vector pCR8.

BstEll BgtEIl

oS
-

BstEIll Bs{Ell

es

oCR8 X

it
[FeSCTYe,

1062 pb

PM F3 F5 F6 F7

F9 F1  PM

F8
- p— <«—1562 pb
«—1062 pb

!

—

o

Figura 7. Digestion enzimatica de pCR8-MdSDH3 con BstEll. A: Esquema de digestion para MdSDH3
ligada en sentido (a) y antisentido (b) en pCR8 con sus respectivos tamarios esperados. B: En geles de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio se observan las bandas de 1562 pb y 1062 pb esperadas para el
patron de digestion con BstEll. De los 7 clones previamente seleccionados por PCR, 3 presentan
MdSDH3 ligado en sentido (F3, F8, F1) y 4 en antisentido en el vector de clonacion. PM: estandar de
peso molecular.
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Se selecciond uno de los clones arbitrariamente (clon F5) y se secuencié su ADN plasmidial

utilizando los partidores M13F y M13R (Tabla Il). La secuencia obtenida fue comparada con la,
secuencia de MdJdSDH3 (AF323508). El alineamiento entre ambas secuencias dio como
resuttado un 92% de identidad a nivel nucleotidico y un 93% de identidad a nivel aminoacidico.
Analists bioinformaticos revelaron que la secuencia clonada compartia mayor identidad
nucleotidica con la isoforma 2 de SDH en manzanas cv. Mutsu (Tabla IV, Nosarszewski y cols,

2001).

Tabla IV: Porcentajes de identidad a nivel nucleotidico obtenidos a partir del alineamiento de la
secuencia para el clon F5 con isoformas descritas para SDH en manzanos. Secuencias nucleotidicas
de SDH de manzanos cv. Mutsu (MdSDH2; AY244807) y cv. Fuji (MdSDH2; AF323505, MdSDH3;
AF323506), fueron alineadas con la secuencia obtenida para el clon F5 mediante la herramienta '
bioinformatica Clustalw, |

Segi Name Len{ntc} Segb Name Len(nt} Score
1 SlonEs 1167 2 MdSDEZov . Mutan 1147 99
X Clonms 1107 3 MAdSDEZev.Tuii 1107 98
1 Clan®5 11067 £ MASDE3ev.Tuil 1107 9z

Estos resultados fueron confirmados posteriormente a través de la secuenciacion del ADN
plasmidial de los 6 clones restantes. En todos los casos, los clones obtenidos mostraron mayor |
identidad con MdSDH2 de manzanas cv. Mutsu (datos no mostrados). De las 9 isoformasi
descritas para MdSDH, la isoforma 3 de Fuji es la que se encuentra mejor caracterizada

bioquimicamente (Park y cols, 2002). Por esta razon, se mantuvieron los esfuerzos para clonar

esta isoforma frente a las otfras.

4.1.2. Segundo intento de clonacién de MdSDH3

Los resultados obtenidos del primer intento de clonacién dejaron en duda dos de los pasos ’
criticos en la amplificacion de MdSDH3: 1) la variedad adquirida de frutos de manzana para {

realizar las extracciones de ARN (Mutsu vw/s Fuji} y 2) la especificidad de los partidores
utilizados para amplificar el ADNc de MdSDH3. Los partidores disefiados hibridan con los

primeros y dltimos 20 nucledtidos de la regién codificante de MdSDH3, sin embargo, MdSDH2
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difiere sélo en un nucledtido en esta zona, por lo que ambas isoformas pueden ser amplificadas.,

1
i

Por lo tanto, como segundo intento para clonar MdSDH3 en un vector bacteriano, se
consiguieron hojas jovenes de manzano cv. Fuji de origen certificado (seccién 3.2.1) y se disefio
un partidor en antisentido atn mas especifico a partir de la regién 3" no traducible de MdSDH3
{seccidn 3.6.2) en donde ambas isoformas comparten una menor identidad (75%].

De hojas de manzano cv. Fuji se extrajo ARN total de buena calidad, verificado mediante geles
de agarosa (Figura 8A) y espectrofotometria (seccion 3.6.1.2). Para obtener exclusivamente el
ADNCc correspondiente a MdSDH3, se realizaron reacciones de RT a la muestra de ARN tratada
previamente con DNAsas utilizando el nuevo partidor antisentido disefiado en la regidn 3'UTR
(MdSDH3'UTR, Tabla Il). A partir del ADNc generado, se amplificé mediante PCR la secuencia
de MdSDH3 utilizando dos mezclas de partidores por separado. La mezcla 1 estaba compuestaj
por el partidor sentido MdSDH-Spe5” y el nuevo partidor antisentido (MdSDH3"UTR), con Ia
cual se esperaba amplificar un fragmen{o de 1400 pb. La mezcla 2 estaba .compuesta por los
partidores MdSDH-Spe5” y MdSDH-Nhe3" usados anteriormente (seccion 4.1.1; 1135 pb). Se
realizaron varios intentos de amplificacion utilizando la mezcla 1 de partidores, sin éxito, no
obstante con la mezcla 2 si fue posible obtener la banda del tamario esperado (Figura 8B).

A

PM ARN holas

C- i1 Mezcla 1 Mezcla 2 C+

2 1135 pb ‘
i

partir de ADNc. A: Control de
calidad del ARN extraido a partir de hojas jovenes de manzana, se observan las bandas correspondientes
al ARN ribosomal 185 y 28S. B: Amplificacion por PCR del ADNc generado de manera especifica,
utilizande dos mezclas de partidores: mezcla 1 (MdSDH-Spe5” y MJSDH3'UTR) y mezcla 2 (MdSDH-
Spe5” y MdSDH-Nhe3"). Se observa la banda de 1135 pb correspondiente al tamario esperado para
MdSDH utilizando la mezcla 2 de partidores. Como control positivo de reaccion se usé elclonF5 (CH y
como control negativo, una muestra de ARN, previamente tratada con DNAsas (C-). PM: estandar peso
molecular,
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Se procedio a purificar y clonar en pCR8 Ia banda de 1135 pb (mezcla 2) amplificada a partir dell
ADNc generado de manera especifica para MdSDH3. Diez colonias crecidas en medio de
seleccion fueron evaluadas por PCR de colonia, resultando 8 clones positivos para la
amplificacion de MdSDH3 (datos no mostrados). Estos resultados fueron verificados por
digestiones enzimaticas usando la enzima BstEll; 4 de los 8 clones seleccionados presentaron

la secuencia de MdSDH3 en sentido (Figura 9).

Antisentido Senfido
H.3 H

H.2

H.1

Figura 9. Digestién con BstEll del ADN plasmidial de clones positivos evaluados previamente por
PCR de colonia. En gel de agarosa tefildo con bromuro de etidio se obsesvan las bandas de 1562 pb y
1062 pb esperadas para el patron de digestion con BstEH (ver figura 6A). De los 8 clones seleccionados la
mitad presentan MdSDH3 ligado en sentido en el vector de clonacién. PM: estandar de peso molecular.

El ADN plasmidial de los 8 clones portadores de la construccién pCR8-MdSDH3 fueron
secuenciados ¢on los partidores universales M13F y M13R. Sélo dos de los 8 clones evaluados
fueron descartados por presentar una mala secuenciacién. El alineamiento de las secuencias
restantes con ia base de daios indico nuevamente un mayor porcentaje de identidad

nucleotidica con la isoforma 2 de SDH descrita en manzanos cv. Mutsu (datos no mostrados).

4.1.3. Analisis de las-secuencias obtenidas
Secuencias obtenidas durante el primer y segundo intento de clonacion de MdSDH3, fueron
analizadas a partir de alineamientos realizados mediante ClustalW. De un total de 10 clones

secuenciados, 8 compartieron un 100% de identidad a nivel aminoacidico entre si, mientras que ‘

i

las 2 restantes se diferenciaron por el cambio en un aminoécido (99%). Debido que este
cambio fue diferente para cada una de las dos secuencias, es probable que se deba al

mutaciones puntuales introducidas durante la amplificacion por PCR del ADNc.
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Varias son las diferencias registradas a nivel nucleotidico entre las secuencias. Una diferencia
importante de mencionar, es el cambio producido en el nucledtido 952. En este sitio se
reemplaza la base adenina presente en MdSDH3 por citosina. Este cambio puntual, no alteré el
aminoacido codificado, sin embargo generé un sitio de corte para Pmil en la mayoria de las

secuencias clonadas, salvo en el clon F8.

En Figura 10 se muestra un alineamiento enfre las secuencias aminoacidicas descritas
(MdSDHZ2cv.Fuji, MdSDH3cv.Fuji, MdSDH2cv.Mutsu) y dos de las secuencias clonadas (F8 y
H8). Se resaltan aquellos aminoécidos reconocidos en el sitio activo de catalisis para la familia
de enzimas SDHs y los aminoacidos que conforman el sitio de unién a Zinc (Ohta y cols, 2005).
Al comparar las secuencias clonadas can la correspondiente a MdSDH3, sélo se observa una

sustitucién conservativa (80Q/E) entre los aminoécidos cataliticamente importantes.
4.2. Construccion de vectores de sobre-expresion de MdSDH en plantas

Las siguientes etapas de clonacion prosiguieron a partir de las secuencias clonadas
correspondlentes a MdSDH2 en el vectoF pCR8 (clones H8 y F8) con el fin de construir vectores
de sobre-expresion constitutiva y fruto-especifica para MdSDH en plantas.

Para lograr este objetivo, se utilizaron los vectores de expresion derivados de pCambia1302:
35S5-GFP y PG-GFP, construidos previamente (Mandujano, 2008).

La estraiegia general de clonacidn desarrollada consisti6 en reemplazar la secuencia
codificante para GFP en los vectores d:a expresion por el ADNc de MdSDHZ2. Para esto, se
utilizaron enzimas que permitieran cortar tanto el GFP de los vectores de expresion como el
ADNc de MdSDHZ2 generando extremos compatibles que pudiesen ser empalmados
posteriormente mediante ligacion, obteniendo las construcciones de sobre-expresién: 35S-

MdSDH2 y PG-MdSDH2. Con este fin, gurante el presente trabajo de Seminario de Titulo se

desarrollaron dos estrategias de clonacion, las cuales se detallan a continuacién y en Figura 11.
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MdSDH3cv.Fuji MGKGGQSCNGMVRDVEPVEKENMAAWLVDVNTIKILPFKLPTIGPNDVQIRIKAVGICGS 60
MdSDH2cv.Fuji CNGVVRDAKPVEQENMAVWLVDVNTIKILPFKLPAIGPNDVRIRIKAVGICGS 60
MdSDH2cv.Mutsu CNGVVRDAKPVEQENMAAWLVDVNTIKILPFKLPAIGPNDVRIRIKAVGICGS 60

clonH8 GVVRDAKPVEQENMAVWLVDVNTIKILPFKLPAIGPNDVRIRIKAVGICGS 60
clonF8g QVVRDAYPVEVENMPVWLUDVNTThI‘PFYLPPIL?NDVRIPIEAVCICLS 60
A -]

MdSDH3cv.Fuji DJﬂYLh“MKFADFEVKEPMVIGHQCAIIVDKVCFEV?LLXPHDPVAVEPﬁI““AH‘ K 120
MdSDHZcv.Fuji DIBRYLKTMECGDFQVKDPMVIGHECAGIVDRVGS ¢ 120
MdSDHZcv.Mutsu DIBYLETMECGDFQVKDPMVIGHECA _IVDhV" VEH H . 120
clonH8 DIHYLKTMKCGDFQVKDPMVIGHECAGIVDKV 120
clonFg DIHYLK”MRILDF)VKDPMVIPHBfR IVDEVGS 120
MdSDH3cv.Fuji GGRYNLCPDMKFFATPPVHGALANQIVDPADLCFKLPENVSLEEGAMCEPLSVGVHACRR 180

MdSDH2cv.Fuji GGRYNLCFDMKFFATPPVHGSLANQIVHPADLCFKLPENVSLEEGAMCEPLSVGVHPFRR 180
MdSDH2cv.Mutsu GGRYNLCPDMKFFATPPVHGSLANQIVHPADLCFKLPENVSLEEGAMCEPLSVGVHACRR 180

clonH8 sSRYNLCPDMEKFFATPPVHGSLANQIVHPADLCFKLPENVSLEEGAMCEPLSVGVHACRR 180

clonfF8 GGRYNLCPDMKFFATPPVHG SMANQIVHPADLLFV’PENVLLEE AMfEPL JGVHACRR 180
A

MdSDH3cv.Fuji ANVGPETTVLIVGAGPIGLVSVLAARAFGAPRIVIVDMDSKRLAVAKSLGADGTVEVSRK 240

MdSDH2cv.Fuji ANVGPETTVLIVGAGPIGLVSVLAARAFGAPRIVIVDMDDRRLAMAKSLGPDGTVE

MdSDHZ2cv.Mutsu ANVGPETTVLIVGAGPIGLVSVLAARAFGAPRIVIVDMDDRRLAMAKSLGADGTVEK

clonHB ANVGPETTVLIVGAGPIGLVSVLAARAFGAPRIVIVDMDDRRLAMAKSLGADGTVK

clonF8 ANVG DE””VLIVFAGP_JLVQVLAARAFFAPRIVIVDMDDRRLAMAK""ADGTVFVQTR 240

MdSDH3cv.Fuji MEDLDDEVAKIKETMGAEVDVTFDCVGENKTMSTGLN

MdSDHZcv.Fuji MEDLDDELAKIKEAMGSEVDVTFDCVGENETMS

MdSDHZcv.Mutsu MEDLDDEVAKIKEAMGSEVDVTFDCVGFNKTM

clonH8 MEDLDDEVAKIKEAMGSEVDVTFDCVGFNKTM

clonF8 MEDLDDEVRKIKEAM’SEVDV“ DCVGFN

MdSDH3cv.Fuji AARAREVDVVGVFRCKNTWPLCLEFLRSGEIDVKPLITHRFGFTEKEVEEAFATSA 360

MdSDHZ2cv.Fuji PAARREVDVVGVFAYEKNTWPLCLEFLRSGKIDVEKPLITHRFGFTEKEVEEAFATSA 1 360

MdSDHZcv.Mutsu PARAREVDVVGVFRYEKNTWPLCLEFLRSGKIDVEKPLITHRFGFTEKEVEEAFATSAR 1 360

clonH8 PARAAREVDVVGVFRYENTWPLCLEFLRSGKIDVEPLITH N 360

clonF8 PARAREVDVVGVFRYKNTWPLCLEFLRSGKIDVEKPLITHRFGFTEKEVEEAFATSARGGN 360

MdSDH3cv.Fuji AIKVMFNL- 368

MdSDH2cv.Fuji ATIKVMFTL~- 368

MdSDH2cv.Mutsu AIKVMFTL- 368

clonH8 ATIKVMFNL- 368

clonF8 AIKVMFNL- 368

a

Figura 10. Alineamiento entre las secuencias aminoacidicas de MdSDH3 cv Fuji, MdSDH2 cv Fuji,
MdSDH2 cv.Mutsu y dos de las secuencias clonadas (F8 y H8) mediante el programa ClustalW2. En
amarillo se destacan los aminoacidos presentes en el sitio activo y demarcado con una linea se indica el
sitio de unién a zinc altamente conservado en enzimas sorbitol deshidrogenasas. Las diferencias a nivel
aminoacidico entre la isoforma 3 (MdSDH3cv.Fuj) y la isoforma 2 de la variedad Mutsu
(MdSDH2cv.Mutsu) se resaltan por medio de triangulos (') bajo la secuencia. Las dos diferencias
observadas entre MdSDH2cv.Mutsu y las secuencias clonadas (H8 y F8) se distinguen por el simbolo (=)
bajo el alineamiento. Tanto la identidad como las sustituciones conservativas y semiconservativas entre
aminoacidos se indican con los simbolos (+),(:),(.) respectivamente.
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Figura 11. Esquema de la estrategia general desarrollada para la clonacién de MdSDH2 en los
vectores binarios derivados de pCambia. Sobre cada vector se indica el sitio de corte de las enzimas
utilizadas durante la primera estrategia (Spel y Nhel) y la segunda estrategia de clonacion (Spel y Pmll).
Mediante el corte con estas enzimas se espera reemplazar la secuencia codificante para GFP por la de
MdSDH2 en los vectores binarios, 35S-GFP y PG-GFP, generando los vectores de expresion 35S-
MdSDH2 y PG-MdSDH2

4.2.1 Primera estrategia de clonar MdSDH2 en vectores de sobre-expresion.

Segun la informacién disponible en el sitio pCambia (www.cambia.org), el vector 35S-GFP y su
derivado PG-GFP contienen sitios de corte para Spel y Nhel, al inicio y al final respectivamente
de la secuencia codificante para GFP. Debido a que MdSDH2 no presenta sitios de corte
internos para las enzimas mencionadas, se amplifico el ADNc de MdSDH?2 utilizando partidores
especificos que agregaron sitios de corte para estas enzimas en los extremos 5" y 3,
respectivamente y el producto fue clonado en pCR8 (secciones 4.1.1y 4.1.2).

Con la digestion por separado de pCR8-MdSDH2 (clon H8; seccién 4.1.2), 35S-GFP y PG-GFP
con Spel y Nhel, se esperaba observar la liberacidon de una banda de ~ 1,1 kb correspondiente
a MdSDH2 a partir del vector pCR8-MdSDH2 y dos bandas de ~ 9,8 kb y ~ 750 pb (GFP) para
cada vector de expresion. En el caso de pCR8-MdSDH2 se purifico desde geles el fragmento de
~ 1,1 kb (datos no mostrados). Sin embargo, en la digestion de los vectores de expresion, se
obtuvo una banda inesperada, que corresponde a un sitio extra de corte para la enzima Nhel,

en el vector (Figura 12, nucleétido 4169).
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35S / Pt BIA 1
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3441 pb

35S-GFP PG-GFP
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6345 pb
3441 pb

—» 714 pb

Figura 12. Digestion doble de los vectores de sobre-expresién 35S-GFP y PG-GFP con las enzimas
Spel y Nhel. A: Esquema de la digestion. B: En gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio se observan
las bandas de 714pb, 3441 pb y 6345 pb correspondientes a 1 sitio de corte para Spel y dos sitios para la
enzima Nhel. SD: ADN plasmidial sin digerir, DD: digestion doble con las enzimas mencionadas. PM:
estandar de peso molecular.

Como posible solucién al sitio extra de corte para Nhel, se realizaron digestiones parciales de
los vectores de expresion, con el objetivo de observar en geles de agarosa la banda de 9,8 kb
correspondiente a un solo corte. Con este fin se linearizaron 35S-GFP y PG-GFP con Spel y
luego se digiri6 el producto de la reaccién durante un corto tiempo con Nhel (seccién 3.6.5.2).
Mediante este procedimiento, fue posible observar en geles de agarosa de 0,5% la banda de
9,8 kb correspondiente a la liberacion de GFP de los vectores de expresién (Figura 13). Se
purificé esta banda y se repitio este procedimiento hasta acumular una cantidad de producto
purificado suficiente para los ensayos posteriores de ligacion.

Los fragmentos purificados de 1,1 kb (MdSDH2) y 9,8 kb fueron ligados con ADN T4 ligasa
(seccion 3.7.2.2). Con el producto de la ligacién, se transformaron células de E. coli
competentes. Los clones crecidos en medio de seleccién (kanamicina) fueron evaluados por
PCR de colonia amplificando paralelamente la secuencia de GFP y MdSDH2 para cada clon

(Tabla I'y I, Figura 13) con el fin de verificar el éxito de la digestion parcial y la ligacion.
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Figura 13. Digestion parcial de los vectores de sobre-expresién 35S-GFP y PG-GFP con las
enzimas Spel y Nhel. En gel de agarosa 0,5% tefiido con bromuro de etidio se observan los productos de
la digestién con Nhel durante 10 y 15 min luego de ser linearizado el ADN plasmidial de los vectores con
Spel. Con flechas se indican las bandas de 10,5 kb correspondiente al vector sin digerir linearizado con
Spel y la banda de 9,8kb (un corte de la enzima Nhe/) SD: ADN plasmidial sin digerir, DD: digestién doble
con las enzimas mencionadas. PM: estandar de peso molecular.

Como se muestra en Figura 14, fueron observados tres fenémenos debido a los sitios
compatibles generados por la enzimas utilizadas: Caso 1) amplificado correspondiente a
MdSDH2 (1135 pb) y ausencia de banda correspondiente a GFP (500 pb). Caso 2)
amplificacion tanto de MdSDH2 y GFP, y Caso 3) amplificacién solo de GFP originada por una

auto-ligacién del vector.

1) 2) 3)
P B‘r z rq . ) 3
LECE} MdSDH JERLECECE MdSDH FGo st e
PM 16 17 18 19 20
<4+— MdSDH
1135 pb
510 pb

c1 c2 c3

Figura 14. PCR de colonia para evaluar clones portadores de los vectores 355-MdSDH2 y PG-
MdSDH2. La reaccién de PCR tuvo como fin amplificar el ADNc de MdSDH2 (1135 pb) y de GFP (500 pb)
de forma paralela. A: esquema de los 3 casos posibles, caso 1) amplificacion solo de MdSDH2, 2)
amplificacion tanto de MdSDH2 como de GFP, 3) amplificacion sélo de GFP. B: Gel de agarosa muestra 5
de los 20 clones evaluados para la construccién PG-MdSDH2, en donde se observa al menos un clon en
cada caso descrito (c1, c2 y c3). PM: estandar de peso molecular.
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Solo 3 de 20 clones evaluados para la construccion PG-MdSDH2 presentaron el resultado
deseado (caso 1). Andlisis posteriores mediante PCR utilizando ADN plasmidial y los partidores
PG-BamHI-F y MdSDH-Nhe3', indicaron que sélo uno de ellos poseia el inserto en sentido en
este vector (clon 17, Figura 15). Posteriores andlisis de restriccion utilizando BstEll y Pmlil
(Figura 16) indicaron que este clon correspondia a la construccion PG-MdSDH-MdSDH, en la
cual dos fragmentos de MdSDH?2 habian sido ligados en tandem. Es importante mencionar, que
la secuencia de MdSDH clonada en este vector se obtuvo a partir del clon H8 (pPCR8-MdSDH2)
el cual presenta un sitio de corte interno fortuito para Pmil (seccién 4.1.3) permitiendo este

analisis.
Clones seleccionados

3 17 25 PM

«+—1918 pb

.

Figura 15. PCR para evaluar la orientacién del inserto en construcciones PG-MdSDH2. ADN
plasmidial de 3 clones previamente seleccionados fue usado como molde en reacciones de PCR
utilizando los partidores PG-BamHI-F y MdSDH-Nhe3". Se esperd un amplificado de 1918 pb, presente
so6lo en clon 17. PM: estandar de peso molecular.

A BStEIl BstEll BstEl Pm_ SD D
S NISDE A MASDH '

1106pb

813pb

Figura 16. Ensayos de restriccién para clon 17. Digestiones por separado con las enzimas BstEll y
Pmil indicaron que clon 17 presentaba la secuencia de MdSDH2 ligada en tandem bajo el promotor PG
(PG-MdSDH-MdSDH). A: Digestion con la enzima BstEll. B: Digestion con Pmll. Para ambas digestiones,
se muestra un esquema con los tamafios esperados de digestion a la izquierda de la figura y su
verificacion en geles de agarosa a la derecha. SD: ADN plasmidial sin digerir. D: Digestion con la enzima
correspondiente. PM: estandar de peso molecular.
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Con respecto a las posibles construcciones 35S8-MdSDH2, dos clones de 20 evaluados
resuitaron positivos (caso 1) para el PCR de colonia realizado. Utilizando ADN plasmidial y los
partidores 355 F y MdSDH-Nhe3" se realizé un PCR con el objetivo de amplificar el fragmento
promotor-gen en el vector de expresion constitutivo. No se obtuvo el amplificado esperado de
1617 pb, por lo gue ninguno de los insertos se encontraba en sentido en el vecior. Por
digestiones enzimaticas con la enzima BstEll se comprobd que en ambos clones la secuencia
de MdSDH2 se habia ligado en antisentido y que ademas poseian GFF (datos no mostrados).
Ya que no se obtuvo un clon con la construccion 358-MdSDH2, el clon 17 de PG-MdSDH2

portador del vector en tandem fue descartado al no poseer su control positivo.

4.2.2. Segunda estrategia de clonacién MdSDH2 en vectores de sobre-expresién

Como se describid en seccién 4.1.3, “salvo un clon (F8), [a mayoria de las secuencias
correspondientes a MdSDH2 clonadas en pCR8 presentaron un sitio de corte para la enzima
Pmil dentro de la secuencia codificante. Sin embargo, la obtencién del clon F8, permitié realizar
una segunda estrategia de clonacion utilizando las enzimas Spel/ y Pmil cuyos sitos flanquean
GFP en los vectores 358-GFP y PG-GFP con el objetivo de ligar MdSDHZ2 en estos vectores de
sobre-expresion. )
Con este fin, se disefidé un partidor antisentido que agregé a la secuencia de MdSDH2 un sitio
para Pmll en su exiremo 3°, luego del codon de término (Tabla II). Mediante PCR fue
amplificado MdSDH2 a partir del clon F8, utilizando los partidores MdSDH-Spe5” y MdSDH-
Pmll3". La banda obtenida en geles de \agarosa (1135 pb) fue purificada y clonada en pCR8.
Luego, se realizd un PCR de colonia a los clones que creciercn en medio de seleccion. Los
clones positivos fueron secuenciados, obteniendo un 100% de identidad respecto al clon F8. Se
les extrajo el ADN plasmidial y se realizé una digestion doble con las enzimas Spel y Pmll?
i
liberando la banda esperada, correspondiente a MdSDH2 (Figura 17 A). Paralelamente, los!

vectores 35S-GFP y PG-GFP fueron digeridos con ambas enzimas, observando el patrén de'

digestion esperado (Figura 17 B). A diferencia de las enzimas utilizadas en ia estrategia 1 (Spe/
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y Nhel), Spel y Pmil no generan extremos compatibles, descartando la posibilidad de auto-

ligacion de los vectores de expresion y asegurando la insercién en sentido de MdSDH2.

A. CRB-PmI1
Spel Pmil PM P —
—» 1106 pb
1120 pb
B. ’
Sod’ Puiit Pl pm  35S-GFP PG-GFP
1 i
355/ PG : L o5k
I I s ;
325pb I
411pb
— 411 pb
= 325 pb

Figura 17. Doble digestién con las enzimas Spel y Pmll de los vectores pCR8-Pmi1, 355-GFP y PG-
GFP. A: Doble digestion del ADN plasmidial del vector de clonacién pCR8-PmI1. B: Doble digestion de
los vectores de expresion 35S-GFP y PG-GFP. Para ambos casos, se muestra un esquema con los

tamarios esperados de digestion a la izquierda de la figura y su verificacion en geles de agarosa a la
derecha. PM: estandar de peso molecular.

Tanto la banda de ~1100 pb (MdSDH2) como la de 9,8 kb (vectores de expresion “sin GFP")
fueron purificadas desde geles, para luego ser ligadas mediante ADN T4 ligasa. Con el producto
obtenido, se transformaron células de E. coli competentes y se seleccionaron colonias positivas
en medio suplementado con kanamicina. A clones positivos, evaluados por PCR de colonia, se
les realiz6 extracciones de ADN plasmidial para verificar la presencia y orientacion del inserto.
Se amplificaron los fragmentos promotor-gen para cada construccién, obteniéndose el tamafio
de banda esperado en cada caso (1918 pb para PG-MdSDH2 y 1602 pb para 35S-MdSDH2:
controles positivos Figura 19). Ademas se verificé con éxito la ausencia de GFP y

direccionalidad de estos clones mediante ensayo de restriccion con BstEll (Figura 18).

De esta manera, finalmente fue posible generar las construcciones de sobre-expresion

constitutiva (35-MdSDH2) y fruto-especifica (PG-MdSDH2) para SDH en plantas.
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Figura 18. Ensayo de restriccion con BstEll de los vectores 35S-MdSDH2 y PG-MdSDH2. Mediante
la digestion con BstEll es posible confirmar tanto la orientacion del inserto como la ausencia de GEP en
las construcciones generadas. A: esquema de la digestion. B: en gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio se observa la banda de ~800 pb correspondiente a la orientacion en sentido de MdSDH?2 bajo el
control de los promotores PG y 35S en las construcciones generadas. SD: ADN plasmidial sin digerir
(correspondiente a la construccion 35S-MdSDH2). PM: estandar de peso molecular.
4.2.3. Transformacion de A. tumefaciens con los vectores de sobre-expresion

Se transformd A. tumefaciens con ADN plasmidial de los vectores 35S-GFP, PG-GFP
(Mandujano, 2008), 35S-MdSDH2 y PG-MdSDH2 (este trabajo) como se describe en seccién
3.3.5. Para cada caso, a 2 clones crecidos en el medio de seleccién, se les extrajo su ADN
plasmidial y se realizaron reacciones de PCR para confirmar la presencia del vector.

Para clones de A. tumefaciens transformados con los vectores 35S-GFP y PG-GFP, se
amplificaron 500 pb de la secuencia de GFP utilizando los partidores GFP 5 y GFP 3’ (datos no
mostrados; Tabla Il). Para verificar los clones transformados con los vectores 35S-MdSDH2 y
PG-MdSDH2, se amplificé el fragmento promotor-gen utilizando los partidores y condiciones de
reaccion ya estandarizadas (seccion 3.6.4.1). Mediante electroforesis se observo el amplificado

esperado para todos los clones analizados (Figura 19). El clon 1 de cada vector fue

seleccionado para continuar con el andlisis funcional de las construcciones realizadas.

4.3. Analisis de funcionalidad de los vectores de expresion construidos.

Para evaluar la funcionalidad de los vectores de expresién 35S-GFP, PG-GFP y los vectores
construidos en este Seminario de Titulo (35S-MdSDH2 y PG-MdSDH2) se transformaron
transitoriamente hojas de tabaco y frutos de tomate con A. tumefaciens portadora de los
vectores mencionados, mediante agro-infiltracién y agro-inyeccién, respectivamente (seccidn

3.8.2).
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Figura 19. PCR a partir de ADN plasmidial de A. fumefaciens para evaluar clones portadores de los
vectores 35S-MdSDH2 y PG-MdSDH2. Geles de agarosa 1% tefiidos con bromuro de efidio. A:
amplificacion del fragmento PG-MdSDH2 utilizando partidores especificos: Se observa el fragmento de
~1,9 kb en los dos clones evaluados. B: amplificacion del fragmento 35S-MdSDH2 ambos clones
analizados presentan la banda de ~1,6 pb esperada. En A y B se usd como control positive (C+) una
muestra del correspondiente ADN plasmidial purificada desde E. cofi 355-MdSDH2 y PG-MdSDH2
respectivamente (seccion 4.2.2) y como control negativo (C-) agua NP. PM: estandar de peso maolecular.

4.3.1 Anélisis mediante microscopfa de epifluorescencia

Para corroborar la expresion fruto-especifica del promotor PG, luego de 4 dias efectuada la
transformacion de hojas y frutos, se realizaron cortes delgados del tefido y se observaron bajo
un microscopic de epifluorescencia con el fin de detectar GFP.

En hojas de tabaco infiltrados con el vector 35S-GFP, se observé alta fluorescencia enl regiones
confinadas de células. La proteina GFP debido a su pequefio tamafio (251 aa) es destinada
principalmente al citoplasma y nucleo celular, lo cual fue observado en muestras transformadas
con este vector (Figura 20A, n y ¢). Como era esperado al evaluar su expresién en hojas,
muestras transformadas con el vector fruto-especifico PG-GFP no presentaron fluorescencia
(Figura 20B). Se obtuvieron resultados similares con los vectores 355-MdSDH2 y PG-MdSDH2,
utiizados como controles negativos al ser liberada la secuencia de GFP en ambas
construcciones. En estas muestras solo se distinguié la auto-fluorescencia endégena de

estomas y cloroplastos al igual que en Figura 20 B.
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En muestras de pericarpo de frutos de tomate agro-inyectados con los vectores 35S-GFP y PG-
GFP, se observd fluorescencia en grupos celulares aislados, como era esperado para ambas
construcciones (Figura 20C y D). No se encontraron diferencias significativas en la intensidad
de fluorescencia observada entre estas muestras. En tejido agroinyectado con los vectores 35S-
MdSDH2 y PG-MdSDH2 soélo se observd la auto-fluorescencia endégena de la muestra (datos
no mostrados). ~

En conjunto, la observacién de fluorescencia en frutos y no en hojas al expresar el vector PG-

GFP, confirma que este promotor guia la expresion de genes en frutos.

4.3.2. Analisis molecular de la expresion de MdSDH2,

Luego de comprobar la funcionalidad de los promotores, se determiné la expresién del ADNc de
MdSDHZ2 mediante RT-PCR. Para ello, se transformaron transitoriamente hojas de tabaco y
frutos de durazno con A. turmmefaciens portadora de los vectores 358-MdSDH2 y PG-MdSDH2.
Como control negativo de expresion, se utilizd A. tumefaciens sin transformar (cepa GV3101).
Se extrajo el ARN total de los tejidos agro-infiltrados y agro-inyectados, cuantificAndolos v
determinando su integridad por electroforesis (datos no mostrados). Luego de realizar la
reaccion de RT con el partidor Oligo-AP, se comprobd que la calidad del ADNe total generado
era la adecuada usando [a expresidn del gen 18S (Figura 21 A). A continuacion, se realizd la
reaccidn de PCR utilizando partidores especificos para amplificar MdSDH2,

En muestras de tabaco, los resultados revelaron la expresién del ARN mensajero de MdSDH2
sblo en tejido agro-iniiltrado con el vector 355-MdSDH2 (Figura 21 B1). En muestras de frutos
de durazno se amplifico la banda esperada correspondiente al ADNc de MdSDH2 en tejidos
agro-inyectados con los veciores de expresion constitutiva v fruto-especifica, como era

esperado (Figura 21 B2}).
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A. 355-GFP
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C. 355-GFP

Figura 20: Comprobacién de la funcionalidad de los vectores 35S-GFP y PG-GFP mediante
transformacion transitoria de tabaco y frutos de tomate. Fotos obtenidas luego de 4 dias realizada la
transformacién A: tabaco transformado con el vector 35S-GFP. B: tabaco transformado con el vector
PG-GFP. C: Muestra de pericarpo de tomate transformado con el vector 355-GFP. D: Pericarpo de
tomate transformado con el vector PG-GFP. A1,B1,C1,D1: imagenes obtenidas en campo claro;
A2,B2,C2,D2: imagenes en campo oscuro con luz de emisién de 488 nm. Con flechas se indica: nticleo
(n), citoplasma (c) estomas (e) y cloroplastos (cl). Las fotografias fueron obtenidas con una camara
fotografica a un tiempo de exposicion de 0,25 seg, utilizando microscopia de epifiuorescencia (A y B:
lente 63X. C y D: lente 20X). La barra blanca y roja equivalen a 0,1 y 0,3 um, respectivamente.
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No se detectd expresién en muestras de hojas y frutos transformadas con A. fumefaciens
GV3101, confirmando la especificidad de los partidores utilizados, a! no amplificar el SDH
endogeno de durazno (Figura 21 B3). Como control negativo para la reaccion de PCR se usé
como molde el ARN tratado con DNAsas en forma directa; al no observar amplificado, se dedujo
que no habfa contaminacién de ADN genémico en las muestras de ARN evaluadas.

Con estos experimentos se logré comprobar la funcionalidad transcripcional de los vectores de

expresion generados, PG-MdSDH2 y 355-MdSDH2.

A. Tabaco Durazno .Gontrol
PG- 358- PG- 355-
. O30T oD MaSDH V3101 waspy masow  PM G+ C-())

s &

B.
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Gv3101 MdSDH MdSpH  PM Gv3101 PM  MdSDM MdSDH PM  C-(1) C-(@ C+
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Figura 21. Amplificacion de gen 188 y MdSDH2 a partir de muestras de ADNc obtenido de hojas de
tabaco y frutos de duraznos transformados transitoriamente con los vectores 358-MdSDH2 y PG-
MdSDH2. Geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio muestran la amplificacion de un. fragmento de
196 pb del gen 185 como control de calidad de las muestras de ADNc obtenidas de tejidos transformados
con A, tumefaciens portadora de los vectores 358-MdSDH2 y PG-MdSDH2 y sin transformar (GV3101; A).
A partir de estas muestras se amplificd el gen de MdSDH2 (1135 pb; B). Como controles de la reaccién de
PCR se utilizd como molde: ARN tratado con DNAsas (C- 1), agua NP (C- 2), ADN gendémico de tomate
{C+1) y ADN plasmidial del clon pCR8-p1 {C+ 2). PM: estandar de peso molecular.

~

4.4, Implementacién de un sistema de transformacion estable de tomate

4.4.1. Generacion de plantas transgénicas de tomate.
Con A. tumefaciens portadora de los vectores 35S-LeSDH y PG-LeSDH (Mandujano, 2008) se
transformaron establemente explantes de tomate y se sometieron al proceso de organogénesis
somatica (seccidn 3.8). La Figura 22 ‘muestra los explantes en las diferentes etapas del

proceso.
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Para la transformacion estable se utilizaron cotiledones de tomate crecidos en condiciones in
vitro, 7 dias transcurrida la germinacién (Figura 22 A). Cotiledones de 5 cm de lengitud fueron
selz?ccionados y preparados segin el método flamingo (Figura 22 B). El método flamingo
implico el corte de una de las hojas del cotiledén y el brote meristematico desarrollédo entre
ambas hojas (fiecha). En Figura 22 C se presentan explantes tipo flamingo recién
transformados con A. tumefaciens portadora de los vectores de sobre-expresion. luego, 35
explantes transformados con cada vector fueron cultivados en medios suplementados con el
antibidtico higromicina para la seleccién del transgén durante todo el proceso de organogénesis.
En la Figura 22 D se aprecia el engrosamiento del didametro de los explantes, lo que refieja a
accion de A. tumefaciens y de las hormonas BAP e IBA suplementadas en el medio de cultivo.
La formacién de callo se observé a partir de la tercera semana de cultivo en este medio v el
desarrollo de brotes transcurrida la quinta semana (Figura 22 E). Explantes que desarrollaron
callos de color café oscuro (signo de muerte por higromicina) o de color blanco (incapacidad de
regeneracion) fueron descartados. En la Figura 22 F se observa la elongacién de los brotes
avanzada la cuarta semana de cultivo en medio sin fitohormonas. Se transfirieron estos
explantes a frascos con medio suplementado con IBA para favorecer el enraizamiento (Figura
22 G) y luego fueron aclimatados en tierra durante 2 meses para finalmente mantener las
plantas en el invernadero para su p;sterior desarrollo. Mediante este procedimiento se
obtuvieron 7 plantulas transformantes para cada construccion con un desarrolio adecuado para
ser fraspasadas a tierra. Sin embargo, sélo 4 lineas transformadas con la construccién PG-
LeSDH y 2 lineas 35S-LeSDH sobrevivieron a la etapa de aclimatacion.

En Figura 23 se muestra el desarrollo treinscurrida la guinta semana de los coniroles realizados
de transformacién (seccion 3.9.4). Controles positivos presentaron un desarrollo .similar al
observado en explantes fransformantes durante el proceso de organogénesis. En cambio, :
confroles negativos de transformacion fueron drasticamente afectados por higromicina a partir

de la tercera semana de cultivo en medio de induccion.
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Figura 22. Organogénesis somatica de explantes de tomate transformados con 35S-LeSDH y PG-
LeSDH mediante A. tumefaciens. A: cotiledones de tomate de 7 dias de crecimiento in vitro en medio A.
B: Detalle del corte tipo flamingo realizado a cotiledones seleccionados de 7 dias. Con la flecha se indica
la remocién del brote meristematico. C: explantes recién transformados con A. fumefaciens en medio B
liquido. D: explantes mantenidos en medio de induccién (C) durante 10 dias. E: formacion de callo y
desarrollo de brotes en un explante de 6 semanas, en medio (C). F: Detalle de un explante luego de 4
semanas en medio de elongacion (D). G: Explante de 15 semanas en condiciones de enraizamiento. H:
planta de 5 meses traspasada a tierra, en etapa de aclimatacion.
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Como se observa en la figura 23, el desarrollo de callo no fue normal en estos explantes (C-), y
murieron por necrosis en un plazo aproximado de 2 meses. Estos resultados verifican que la
concentracion de higromicina utilizada (2,5 mg/L) es adecuada para seleccionar explantes de

tomate que incorporen establemente el transgén.

C+

Figura 23. Controles de transformacién mantenidos durante 4 semanas en medio de induccién.
Explantes preparados segun el método flamingo fueron transferidos a medio C sin higromicina para el
caso de controles positivos (C+) o suplementado con higromicina para C- (seccion 3.94).

4.42. Analisis molecular de las lineas generadas para confirmar la transgénesis en
plantas de tomate transformadas establemente.
Para confirmar la insercion estable del ADN-T en las plantas transformadas con las
construcciones 35S-LeSDH y PG-LeSDH, se extrajo ADN gendmico a partir de hojas (seccién
3.4.3). Este ADN se us6 como molde para realizar un PCR con partidores especificos para el
gen que confiere resistencia a higromicina (hpt!l) presente en el ADN-T (Figura 24 A, Tabla | y
I1). Se observo un amplificado del tamafio esperado en las 6 lineas transformantes. En Figura
24 B se presenta el analisis por PCR de una linea transgénica para cada construccion.
De este modo se concluye que mediante la implementacién de un método de transformacién
estable de tomate es posible regenerar plantas transgénicas portadora de los vectores de

sobre- expresién para SDH.
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Figura 24. Amplificacién del gen de resistencia a higromicina como evidencia de la transgénesis
de plantulas de tomate obtenidas mediante organogénesis somatica. A: esquema del ADN-T de los
vectores de sobre-expresién utilizados para la transformacion: 35S-LeSDH y PG-LeSDH. B: PCR del gen
de resistencia a higromicina (hptll) a partir de ADN genémico extraido de una linea para cada
construccion (35S.1 y PG.1), se observa la banda de 500 pb correspondiente al tamafio esperado. C:
Evaluacion de la calidad del ADN gendmico extraido a través de la amplificacién del gen 18S, se observa
la banda de 196 pb. Como control negativo (C-) se utilizé el ADN de plantas de tomate silvestre (wt) (en
B) y agua NP (en C) como molde. Como controles positivos se utiliz6 ADN plasmidial del vector 35S-
LeSDH (C+1) y ADN gendémico de plantas de tabaco transgénicas resistentes a higromicina (C+2,
Gentileza Ampuero). PM: estandar de peso molecular.
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5. DISCUSION

La sobre-expresién fruto-especifica de SDH en manzanos permitiria convertir el sorbitol

remanente presente en los frutos al final de su desarrollo en fructosa, un azticar con mayor
poder edulcorante, aumentando de esta forma su dulzor. En el presente Seminario de Titulo se
desarrollaron estrategias que permitieron la clonacién de una isoforma de SDH descrita en
manzanas en vectores de expresion que permitiran la sobre-expresion fruto-especifica de este
gen en plantas. Asimismo, se fmplemento la técnica de transformacion estable de tomate con el
fin_de evaluar en un futuro préximo la expresion y actividad de SDH en frutos de tomates
fransgénicos, como un paso previo para la transformacion estable de manzanos. Los puntos
mencionados son criticos para verificar y constatar lo que se planted como estrategia para

generar una nueva variedad premium de manzanas con mayor dulzor.

Dos estrategias de clonacion fueron desarrolladas para tratar de amplificar especificamente la
isoforma 3 de SDH descrita en manzana cv Fuji (MdSDH3). En ambos intentos de clonacién se
utllizaron érganos de manzanos cv Fuji en donde se habia registrado una alta expresion de Ia
isoforma y partidores que hibridaban especificamente con la secuencia depositada para
MdSDH3 en la base de datos (AF323506). En ambas estrategias implementadas, de 10 clones
evaluados 7 y 8 clones, respectivamente, presentaron ligada la secuencia amplificada de 1135
pb en el vector bacteriano pCR8. Estos resultados indicaron una alta eficiencia de clonacion
{>75%), lo cual permite corroborar que el sistema pCR8 es una metodologia eficiente en la
clonacién de productos de PCR. La secuenciacion y los analisis bioinformaticos de 4 y 6 clones,
cbtenidos en el primer y segundo intento de clonacion respectivamente, indicaron que.la mayor
identidad a nivel nucleotidico se alcanzaba con la isoforma 2 de SDH descrita en manzanas cv
Mutsu {99% de identidad:; NosarszeWslgj y cals, 2004). Estos resultados fueron inesperados
tanto por la isoforma clonada-como por la variedad de manzana en la que habia sido descrita.
Las razones que podrian -explicar cada uno de estos aspectos seran discutidos de manera

independiente.
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Clonacion de MdSDH2 en vez de MdSDH3. Ambas isoformas de SDH presentan una alta:
identidad a nivel nucleotidico (91%), identidad que es ain mas alta en los primeros y dltimos 20
nucledtidos de la regién codificante de las secuencias, en donde sélo se presenta un nuclestido
de dif]érencia entre ambas isoformas. En el primer intento de clonacion, se utilizaron partidores
que hibridaban especificamente con estas regiones, por lo cual la probabilidad de amplificar
MdSDH2 y MdSDH3 era aproxirnadamerjte la misma. Con el fin de evitar esto, un partidor atn
mas especlfico fue disefiado a partir de la region 3" no traducible de MdSDH3, en esta regién
ambas isoformas comparten un 75% de identidad. En un segundo intento de clonacion, se
generd ADNc utilizando este partidor con el objetivo de conferir alta especificidad para MdSDH3
en la reaccion de RT-PCR. Ya que los resuitados obtenidos luego de la secuenciacién de los
clones positivos fueron los mismos, es probable que debido a la baja temperatura de
apareamiento (42 °C) en que ha sido estandarizado el programa de RT-PCR, el partidor lograra
hibridar tanto con el ADNc correspondiente a la isoforma 3 como a la 2. A partir de los
resultados obtenidos es posible conjeturar que la expresion de MdSDH2 en los tejidos utilizados
(frutos y hojas jovenes) es mayor que la expresion de MdSDH3. La diferencia de expresion
entre ambas isoformas explicaria los resultados obtenidos en el presente Seminario de Titulo,
sin embargo contradice el patrén de expresién registrado por Park y cols (2002, Figura 3). En su
trabajo, se utiliza una sonda especifica y diferente para hibridar y registrar la expresic':ﬁ de cada
isoforma en los distintos drganos evaluados, generando la posibilidad de que la afinidad de la
sonda sea distinta y por lo tanto los niveles de expresién observados sean alterados. En este
contexto, una mayor expresion de MdSDH2 en frutos y hojas jovenes de manzano cv Fuji puede

ser considerada.

Clonacion de una isoforma descrita en una variedad diferente a la Fuji. El andlisis de las
secuencias obtenidas indicé que compartian un 99% de identidad con la isoforma 2 descrita en
la variedad Mutsu y un 98% con |a misma isoforma descrita en manzanas cv Fuiji. Generalmente
pequefias diferencias a nivel nucleotidico son asociados a posibles errores introducidos durante

la amplificacion. Esta posibilidad fue descartada debido a dos razones: la alta fidelidad de la
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ADN polimerasa utilizada para la amplificacién (Pfu pofimerasa presenta una tasa de error de
1,6 x 10° por base incorporada; Picard y cols, 1994) y que los cambios observados fueron
altamente conservados en las secuencias obtenidas en Ia primera y segunda estrategia de
clonacion. Debido a que se utilizé frutos y hojas jovenes de manzanos variedad Fuji (de origen
certero) es posible inferir que las diferencias observadas podrian deberse a variaciones

genotipicas dentro de la variedad Fuji, siendo esta la tinica explicacion Iagica.

La mayoria de las secuencias clonadas compartieron un 100% de identidad a nivel
aminoacidico, siendo conservados los aminodcidos correspondientes al sitio activo de catalisis
para la familia de enzimas SDHs y los aminodcidos que conforman el sitio de union a Zinc
{Figura 8). En aquellos aminoacidos correspondientes al sitio catalitico, existen dos diferencias
entre las secuencias aminoacidicas de MdSDH2 y MdSDH3. Estos dos cambios podrian ser
responsables de la diferencia catalitica registrada para la oxidacién de sorbitol de cada
isoforma. La actividad enzimatica de MdSDH2 es menor a la registrada para MdSDH3 (0,34
frente a 0,7 pmol/min por mg de proteina; Park y cols, 2002). Sin embargo, el cuociente de
velocidades en la oxidacion de sorbitol con respecto a la reaccion reversa es mayor (4,5 veces
frente a 2,9 veces). Considerando el objetive principal del proyecto Innova-CORFO, una menor
actividad puede ser favorable en la sobre-expresion fruto-especifica de MdSDH en manzanos,
ya que de esta forma no se afectaria drésticamente el metabolismo de sorbitol en sus frutos,
aumentando su dulzor de manera moderada. Por estas razones, y debido a los intentos de

clonacion realizados, se prosiguié la estrategia de sobre-expresion utilizando una de las

secuencias clonadas-correspondiente a la isoforma 2.

A partir de los vectores de expresion derivados de pCambia: 35S-GFP y PG-GFP fue posible
construir vectores de sobre-expresion constitutiva y fruto-especifica para MdSDH2 en plantas,
llamados respectivamente 35S-MdSDH2 y PG-MdSDH2. La clonacion de MdSDH2 en los
vectores de expresion no estuvo exenta de dificultades, siendo necesario desarrollar dos

estrategias para lograr las construcciones esperadas. La primera esfrategia desarrollada
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consider6 una digestion parcial de los vectores de expresion, debido a la presencia de un sitio
extra e inesperado de corte para la endonucleasa Nhel en su secuencia. Analisis de 50 clones
transformantes de 35S-MdSDH2 y PG-MdSDH2 indicaron que sélo en un caso la digestién
parcial realizada habia sido efectiva (PG-MdSDH2 en tandem, clon 17). La baja eficiencia
observada (0,02%) puede ser atribuida t'énto a la dificultad para separar y purificar fragmentos
de pesos moleculares altos y similares mediante geles de agarosa (10,5 kb vs 9,8 kb), como al
hecho que los extremos generados por las enzimas utilizadas (Nhel y Spel) sean cohesivos
entre si. La dificultad para separar banda de alto peso molecular puede haber conllevado a que
el fragmento de gel escindido para su purificacion (banda de 9,8 kb) pudiese haber contenido
parte de la banda no deseada correspondiente a la linearizacién del vector (10,5 kb), ambos
fragmentos de ADN purificados al estar en presencia de ligasa pueden haber sido autoligados
debido a sus extremos cohesivos disminuyendo la probabilidad de ser unidos al fragmento
correspondiente a MdSDH2 y explicando la baja eficiencia obtenida. La autoligacion puede ser
evitada mediante la previa desfosforilacion de los vectores, sin embargo utilizando este

procedimiento no se obtuvieron clones positivos (datos no mostrados).

La segunda estrategia de clonacién consideré el corte de los vectores con Spel y Pmil. A
diferencia de lo ocurrido en |a primera estrategia, estas enzimas no generan sitios compatibles
permitiendo la ligacién en sentido del inserto (MdSDH2) e impidiendo la autoligacion del vector

de expresion. Mediante esta estrategia, la clonacién de MdSDHZ en los vectores de expresion

fue realizada con relativa facilidad, obteniéndose los vectores 35S-MdSDH2 y PG-MdSDH2.

La funcionalidad de los promotores .358 (CaMV) y PG fue evaluada en los veclores de
expresion 35S-GFP y PG-GFP mediante la fluorescencia de la proteina GFP. Los resultados
obtenidos mediante la agro-infiltraciér y agro-inyeccién de hojas y frutos de tomates,
respectivamente, corrobord la expresion fruto-especifica del vector PG-GFP al ser observada
fluorescencia sélo en frutos, y la expresion constitutiva del vector 358-GFP al ser registrada

fluorescencia tanto en frutos como en hojas. Este experimento demostro que ambos promotores
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son funcionales, dado que en iguales. condiciones, los controles negativos no mostraron

fluorescencia detectable,

La funcionalidad de .los vectores )de sobre-expresién de MdSDH2 (35S-MdSDH2 y PG-
MdSDH2) fue evaluada mediante su expresion en frutos de durazno y hojas de tabaco
transformados de manera transitorla, utilizando RT-PCR (seccién 4.3.2). Expresion de‘MdSDHZ
fue detectable en muestras de hoja y frutos transformados con el vector de expresion
constitutiva: 35S-MdSDH2, mientras que la expresion fruto-especifica del vector PG-MdSDH2
fue corroborada al observar el amplificado correspondiente a MdSDH2 sélo en muestras de
frutos. Comparando las intensidades de fluorescencia en geles de agarosa del producto de PCR
obtenido para las muestras de frutos PG-MdSDH2 y 358-MdSDH2 se pudo observar una mayor
cantidad de amplificado para este Ultimo (Figura 18). Esto indicaria que Ia fuerza de expresion
del promotor constitutivo 35S seria mayor que la del promotor de PG, sin embargo este dato no
es concluyente debido principalmente a dos razones: diferentes estados de maduracién del
fruto influyen en la activacién/regulacion del promotor PG {variable que no fue manejada en el
experimento) y que la técnica utilizada, RT-PCR, no permite cuantificar el nivel de transcrito (a
diferenciar de otras técnicas como gRT-PCR). Sin embargo los resultados observados constatan
el funcionamiento de ambos vectores y demuestra que existe expresion del ADNc de MdSDH2

a un nivel detectable.

La sobre-expresion de un gen endégeno, como MdSDH2, en manzanos podria desencadenar el
silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT), mediante co-supresién. Este fenémeno se
observa cuando los niveles de expresion del gen superan al umbral endégeno, siendo descrito
en ofros sistemas vegetales. En petunia, por ejemplo, se observé SGPT al sobre-expresar el
gen chalcona sintasa (CHS) endégeno de petunia utilizando una construccién de ADN que
contenia.el promotor 35S (Napoli y cols, 1990). La sobre-expresion fruto-especifica de MdSDH2
podria evitar el SGPT si los niveles de expresién no son tan altos para superar €l umbral

endogeno. Sin embargo esta posibilidad no debe ser descartada, lo cual nos hace cuestionar:
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¢Es MdSDH2 la enzima que tiene que ser sobre-expresada en los frutos de manzano para
aumentar su dulzor, 0 es mas eficiente la sobre-expresién de un SDH exdgeno, proveniente de
otra especie vegetal? Con este fin, en ntjestro laboratorio fue clonada previamente la secuencia
descrita para SDH en tomate (LeSDH: AB183015,) con el objetivo de evaluar a largo plazo cual
enzima, MdSDH2 o LeSDH, es mas eficiente en la conversién de sorbitol a fructosa en

manzanos.

Implementar un sistema de transformacion estable en una especie vegetal de ciclo de vida corto
permitiria evaluar de forma previa la expresién y actividad de MdSDH2 y LeSDH en frutos. En
este contexto, el tomate resulta ser un buen candidato y. modelo interesante para el estudio
funcional de genes. En el presente Seminario de Titulo se implementd la técnica de
transformacion estable de tomate con una eficiencia cercana al 10%, acorde a lo registrado en
la literatura (Frary y Earle, 1996). Tanto [as concentraciones de hormonas como las condiciones
y tipo de explante utilizados fueron adecuados para lograr la regeneracion y el desarrollo de
plantulas de tomate fransgénico, luego de 8 meses de ctiltivo. A si mismo, la concentracién
suplementada de higromicina a los medios permitié seleccionar apropiadamente explantes
transformantes, al impedir el desarrollo de aguellos no transformados previamente con A.

tumefaciens portadora de los vectores de expresién {control negativo; Figura 23).
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

En este Seminario de Titulo, mediante el uso de herramientas de biologia molecular se propuso
clonar la isoforma 3 de SDH descrita en manzanas (MdSDH3) logrando aislar y clonar en un
vector bacteriano el ADNc correspondiente a la isoforma 2 de SDH de manzanas (MdSDH?2),
variedad Fuji. A partir de esta construccion fueron generados vectores de sobre-expresion en
donde el ADNc de MdSDH2 fue controlado por el promotor fruto-especifico de la
poligalacturonasa (PG) y un promotor constitutivo (CaMV 35S). Andlisis moleculares,.mediante
transformacion transitoria de frutos y hojas de tabaco, indicaron que la expresion de MdSDH2 a
partir de las construcciones generadas era detectable y la esperada en los distintos organos
evaluados, logrando correborar la funcic;ﬁalidad de los vectores de expresion fruto-especifica y

constitutiva para MdSDH2 en plantas (PG-MdSDH2 y 35S5-MdSDH2, respectivamerite).

En este contexto, como proyeccion a corto plazo, se espera realizar ensayos bioguimicos de
frutos transformados transitoriamente con los vectores de sobre-expresion, mediante la
produccion de NADH+ (detectable a 340 nm) en extractos crudos de proteinas, usando sorbitol
como sustrato. Este ensayo permitira evaluar la actividad de MdSDH2, corroborando también la

funcionalidad de los vectores a nivel bioquimico.

Ademas, en este Seminario de Titulo. fue posible implementar un sistema de transformacién
estable de tomate, mediante organogénesis somatica y A. tumefaciens con buena eficiencia
(~10%). En un futuro préximo esta plataforma permitira evaluar y comparar de forma preliminar
SDHs vegetales, como LeSDH y MdSDH2, a nivel molecular y bioguimico. Estos andlisis
previos permitiran identificar cudl SDH es la mas apropiada para ser sobre-expresada en
manzanos con el ohjetivo de generar en el mediano plaze una variedad de manzanas chilenas .

{variedad Fuji), con frutos de mayor dulzor.

Cabe destacar que las exportaciones de frutos de la familia Rosaceae (manzanas, peras,

damascos, cerezas, duraznos, entre otros) dan cuenta de aproximadamente la mitad del
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volumen de la fruta fresca exportada por Chile (www.indap.gob.cl). Todas estas especies, en
mayor o menor grado, también movilizan sorbitol en el floema, Io cual es almacenado yfo
convertido a fructosa en los frutos. Por lo tanto, y de acuerdo a las necesidades de los
consumidores 'y la industria fruticola chilena, se podrian utilizar los vectores construidos en este
Seminario de Titulo para alterar sus caracteristicas de dulzor, una vez implementado un sistema

de transformacion génica apropiado.
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